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RESUMEN: Higados de ratas Sprague Dawley fueron irradiados durante 15 dias con dosis diarias de & yptGvéfciente
del laser AsGa equivalente a 904 nm. De estos animales previamente anestesiados, fueron quirdrgicamente obtenidasigadestras de h
y posteriormente procesadas para microscopia electronica de transmision, siendo estudiadas y sometidas a técnicas morfométricas
utilizando aumentos de 8.500 X con especial énfasis en cuantificar fracciones volumétricas de componentes celularesleElanalisi
resultados entre hepatocitos irradiados con dosis de 8 y Fadiata que existen marcadas diferencias entre las fracciones volumétricas
de componentes celulares determinantes de funcionalidad celular e involucrados en sintesis proteica, cuantificacion cue demuest
claramente que dosis de 8 J#d¢agra un 6ptimo de estimulacion para lograr alta funcionalidad, mientras que 16\ltiencia notable
inhibicién de dicha funcionalidad, concluyéndose entonces que los efectos de dosis especificas de radiacion infrarrejalpsvoca
hepatocitos una drastica transformacion en sus componentes y por ende en su funcionalidad representando el efectoulecistes esti
sobre este tipo celular de elevado metabolismo.
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INTRODUCCION

El uso de las emisiones infrarrojas generadas portehtivas y topograficas. Es importante precisar mediante
diodo laser Arsenurio de Galio induce a nivel celular unan andlisis cuantitativo de microfotografias electrénicas con
acentuada sintesis proteica (Hawkins & Abrahamse, 20@&tos obtenidos de analisis morfométricos ultraestructurales,
Huet al, 2007), de DNA (Loevschall & Arenholt-Bindslev, que es posible evidenciar de que manera los cambios
1994; Karu, 2008), de ATP mitocondrial (Stadieal, 2000; morfoldgicos en componentes celulares se traducen en fun-
Gavishet al, 2004) y de coldgeno (Gomez-Villamanabs cién celular, basicamente los involucrados en sintesis
al., 1995; Cornejet al, 2009) como asi mismo modulandoproteica, en estos tipos celulares (Junqueira & Salles, 1975).
la proliferacion celular (Kreisleat al, 2003; Khadrat al,

2005) las concentraciones de calcio citosdlico (Cehah En base a lo planteado, el objetivo fundamental de
1998; Koutnéet al, 2003) y la actividad de variadas enzimaseste trabajo consiste en precisar los efectos derivados del
(Cieslaret al, 1995; Kao & Sheen, 2003). uso del laser infrarrojo describiendo las respuestas celu-

lares a nivel ultraestructural, relacionando estructuras ce-
A pesar de las mltiples demostraciones del efecholares asociadas a sintesis proteica en hepatocitos de ra-
de las irradiaciones sobre diferentes tejidos, no se tiene real irradiados con dosis infrarrojas de 8 y 16 Zfoon
evidencia a nivel subcelular. El estudio de la biologia celespacio de 15 dias consecutivos, y verificar si las modifi-
lar demuestra que en medida que células son estimuladas;iones que se efectdan conllevan a una alteracion en su
sus constituyentes sufren modificaciones cualitativas, cuaxpresion génica.
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MATERIALY METODO Para la evaluacioén de las fracciones volumétricas de
los componentes celulares, fue sobrepuesto un reticulo de
puntos sobre las microfotografias electrénicas y se proce-

A partir de higados de ratas irradiados mediante Idi6 al conteo diferencial de los puntos que incidian sobre
ser infrarrojo con dosis de 8 y 16 Joules/qror espacio de los perfiles de los componentes, calculandose la fraccion

15 dias consecutivos, fueron obtenidas muestras a las cumEumétrica que ellos ocupan, mediante la siguiente ecua-

les se le adiciond solucién de glutaraldehido 2% en tampdéidn (Weibel, 1969)Donde:

fosfato 0,15 M, pH 7,2 y se mantuvieron a temperatura am-

biente por 2 horas. Posteriormente, fueron sometidas a un Fv = Bi

lavado en solucion de 6 g de NaCl y 73 g de sacarosa, di- Pt

suelto en 1 litro de agua destilada.

Fv = Fraccién volumétrica del componente celular.
La post-fijacion se realizé con tetréxido de osmio 1981 = Puntos incidentes sobre el componente en estudio.
disuelto en la solucién antes descrita durante una hora a Bbo= Puntos totales incidentes en la célula estudiada.

C y acetato de uranilo 0,5% por 18 horas. Luego de lavado el

material fue deshidratado en concentraciones crecientes de

acetona (30 a 100%) e incluido en Araldita 6005. Se obtuvie-

ron cortes ultrafinos de aproximadamente 70 nm de grosBfESULTADOS

los que fueron tratados con acetato de uranilo 2% durante 40

minutos y citrato de plomo 0,5% por 10 minutos. _ _ _ _
Las estimulaciones con laser infrarrojo sobre

Las muestras fueron finalmente estudiadas Repatocitos de rata con dosis correspondiente a 8y 16 Joules/
microfotografiadas en un microscopio electrénico Phillip§™M se evidencian en las F'QUf,aS ly 2; respectivamente, y
EM 300. el analisis mediante microscopia electronica de transmision

generan los siguientes datos morfométricos en relacion a

Método estereoldgico A partir de los bloques para €structuras celulares asociadas a sintesis proteica.
microscopia electrénica fueron obtenidos cortes ultrafinos

desde los cuales se micrografiaron hepatocitos irradiados 1. Considerando los datos derivados de la
con distintas dosis con un aumento final de 8.500 X. morfometria y cuantificando las fracciones
volumétricas de reticulo endoplasmico rugoso
(RER), mitocondrias e inclusiones de glicbgeno
se evidencia claramente que la dosis 6ptima de
estimulacion infrarroja corresponde a 8 Fcon

la cual se observa una notable activacion de la
funcién celular.

2. Por el contrario, es observable con claridad que
la dosis de 16 J/chutilizada, genera en el
hepatocito una notable disminucién y variadas
modificaciones en las estructuras celulares aso-
ciadas a sintesis proteica, manifestadas a nivel
nuclear en una disminucion del area nucleolar,
mientras que a nivel citosolico se visualiza dis-
minucion de las fracciones volumétricas de reti-
culo endoplasmico rugoso y mitocondrial, ade-
mas, de un aumento del glicégeno. Todo lo cual
se traduciria en una evidente inhibicion de la ac-
tividad celular generada por estas estimulaciones
infrarrojas.

Estas evaluaciones se observan en Fig. 1.

: X .- ¥ { - A g~ { % PR L A A k- T
Fig. 1: Microfotografia electronica de hepatocito de rata estimulado con dosis
de laser infrarrojo correspondiente a 8 J@rb00 X
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q 3. Del mismo modo, producto de esta dosis alta de irra-
? diacion infrarroja (16 J/cfhse observa una disminu-
cion en el area ocupada por el nucléolo en relacién a la
descrita para la cuantificada con la dosis 6ptima de 8 J/
cn?. Las areas nucleares corespondientes a hepatocitos
de ratas estimulada con laser infrarrojo de 8 y 162J/cm
fueron 12 y 8, respectivamente.

4 . Existe concordancia entre los componentes celula-
res citoplasmaticos descritos y las fracciones
volumétricas de eucromatina puesto que, con la dosis
Optima de irradiacion se cuantifico 90 % representando
alta expresién génica que decrece significativamente a
72 % con alta dosis infrarroja (Fig. 2).

DISCUSION

i El andlisis de los resultados obtenidos evidencia
Fig. 2 Mlcrofotografla electronica de hepatocno de rata estimuladple el efecto de altas dosis de estimulaciones con laser
con dosis de laser infrarrojo correspondiente a 1628600 X infrarrojo sobre hepatocitos de rata generan notables
variaciones en los componentes celulares tanto nuclea-
res como citosolicas las cuales provocan légicas modi-
20~ ficaciones a nivel morfolégico, ultraestructural y de
funcionalidad celular.

De este modo, se describe con claridad que en lo
8 J/em2 relativo al compartimento nuclear, altas dosis de
estimulacién infrarroja se traducen en una disminucion
del area nucleolar producto de una baja tasa de trans-
cripcion sintetizando ARN ribosomal, situacién que
apunta entonces, tanto a una notable disminucién de
ribonucleoproteinas, como a la biogénesis ribosomal con
Fig. 3. Fracciones volumétricas (%) de R.E.R., mitocondrias |g consiguiente merma en la sintesis proteica del

glicogeno evaluados en hepatocitos de rata irradiados con dos'shéﬁatocno sometido a las estimulaciones de 162J/cm
laser infrarrojo correspondiente a 8 y 16 Joule3/cm

=16

R.E.R. Mitocondrias  Glicogeno

En este mismo contexto, es decir, con estimulacién
correspondientes a 16 J&;rse observa con claridad que
las fracciones volumétricas de eucromatina con dosis
infrarrojas Optimas alcanza a una fraccion volumétrica de
90%, valor 6ptimo que indicaria que la expresién génica
y la sintesis proteica es mayor, decrece a valores de 72%

=s)/m2  jndicando menor expresién génica como disminucién en
#16)/mz  gintesis proteica (Corneg al.,2009).
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Fig. 4. Fracciones volumétricas (%) de Eucromatina y Heterocromatit4ares son a_bsolutamente escasas y mas bien solo exis-
evaluados en hepatocitos de rata irradiados con dosis de laser infrd@8- referencias destinadas a mostrar los resultados de
jo de 8 J/crdy 16 J/crA. estimulaciones infrarrojas manifestados en la observa-
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cién de tratamientos terapéuticos musculo-esqueléticos. famcionalidad celular y que, por tanto, sera necesario preci-
este sentido, Fikac'kow al., (2007) aplicando dosis de 16sar con fineza la dosis de laser infrarrojo adecuada para ser
J/cnt en la articulacion témporo-mandibular humana demuestilizado en el tratamiento de distintas afecciones y tejidos.
tra la obtencion de un método util para reducir en elevado
porcentaje el dolor de la afeccion. Estos hallazgos, producto de estimulaciones
infrarrojas semejantes a las utilizadas, son coincidentes a
En este mismo contexto, es decir, comprobar variips descritos por Bai"bekaat al., (1991) visualizando in-
ciones inhibitorias de funcionalidad celular sin basarse eremento en los volimenes nucleolares; Maraies.,
el comportamiento cuali y cuantitativo de sus organelos(2004) observaron que los fibroblastos estudiados generan
por tanto coincidentes con nuestros resultados son los esecientes nucleolos; Kouteéal, (2003) comunicando ac-
presados por Hawkins & Abrahamse los cuales informaiva sintesis de RNA; y Tamiettt al, 2007 quienes infor-
gue la irradiacién de fibroblastos de piel con dosis de 16rdan de una acentuada condensacion de cromatina.
cn? se traduce en una notable y persistente reduccion tanto
de la migracidn, proliferacién como de la viabilidad celular, En este mismo contexto, es decir, con estimulacion
generando ademas, una significativa disminucion de la sterrespondientes a 8 J/&mee observa con claridad que las
tesis de ATP mitocondrial, dafio en la constitucién de ldscciones volumétricas de eucromatina corresponde a 90%,
membranas celulares y ruptura del DNA. De igual manenaglor 6ptimo que indicaria que la expresion génicay la sin-
Houreld & Abrahamse (2007) en este mismo tipo celulagesis proteica es mayor que la efectuada tanto en el hepatocito
expresan que mientras con dosis infrarrojas de % Jéem normal, como en los estimulados con dosis menores (Cor-
gran una acentuada migracion del fibroblasto, con 1& J/cnejoet al, 2009).
esta migracion se inhibe drasticamente, mas audn, ellos plan-
tean que estas altas dosis inducen un intenso dafio genético. Por otro lado, es posible visualizar que el mayor de-
sarrollo de componentes celulares, basicamente los
De igual forma, Srokat al.,(1999) experimentando involucrados en sintesis proteica: reticulo endoplasmico ru-
con estimulaciones de dosis infrarrojas equivalentes a 2Qg#'so (RER) y mitocondrias, son producto de las
cn¥ sobre células musculares de rata visualizaron un notabimulaciones generadas con dosis entre 4 y 8. Para-
efecto inhibitorio en lo relativo a la proliferacion celular. lelamente es preciso considerar que los volimenes de
glicbgeno disminuyen con dosis crecientes de laser indi-
Sin embargo, tal vez, la demostracién mas clara dando una constante degradacién a glucosas citoplasmaticas
los efectos nocivos de dosis infrarrojas elevadas sobre cglara realizar procesos de glicélisis y posterior sintesis de
las de elevado metabolismo, lo constituya lo visualizado pATP mitocondrial, obteniendo la energia necesaria para la
Cornejoet al, (2010) quienes al estimular fibroblastos pereorrespondiente sintesis de proteinas. Estos resultados son
tenecientes a la articulacién témporo-mandibular de corsemejantes a los enunciados por Kao & Sheen quienes de-
jos con dosis de 10 J/émisualizaron que dichas células mostraron que estas estimulaciones infrarrojas generan en
disminuyeron drasticamente su area celular desdecti@n-  hepatocitos de rata un notable incremento en la sintesis
tificados en fibroblastos controles (I6gicamente sin irradiarproteica, especialmente de glutation.
hasta 40 tien los irradiados, siendo, por ende, estos?30 u
de diferencia responsabilidad de las estimulaciones  Estos resultados aqui presentados definen con clari-
infrarrojas elevadas. Mas alin, observadas las micrograftesd que las dosis de emisiones infrarrojas entre 4 y 8 J/cm
electrénicas de transmision de ambos tipos de fibroblassn benéficas proclive a estimular el desarrollo de estructu-
se aprecia claramente una notable disminucion de la caméis nucleares y citosélicas asociadas a sintesis proteica, y
dad de fibras colagenas sintetizadas y secretadas. gue, por el contrario, dosis mayores como 16 Jgameran
disminucién de constituyentes nucleares y citoplasmaticos,
Estas informaciones que son producto de invest-por ende disminuye la actividad celular, en este sistema
gaciones cientificas rigurosas y muy atingentes al temalgiolégico, hallazgos absolutamente coincidentes con los
desarrollo, debieran servir de base concreta a los distintismostrados tanto por Hawkins & Abrahamse como Houreld
especialistas que ejercen su labor interactuando con paci@ibrahamse quienes demostraron que en fibroblastos esti-
tes animales, incluidos los de la especie humana, que pratwdados con dosis entre 2.5 y 5 F&® produce un nota-
ran mediante el uso de irradiaciones infrarrojas mitigar ble incremento tanto en la migracion como en la prolifera-
dolor y episodios inflamatorios en tratamientos de afeccioion de estas células y de igual modo, con dosis equivalente
nes basicamente musculo-esqueleticas, a considerar las dw&bs J/cri se reduce migracion y proliferacién llevando a
ticas consecuencias que significa irradiar diversos tejidas estado de stress celular disminuyendo igualmente la sin-
con estimulaciones infrarrojas dafiinas para la vitalidadtgsis de ATP y la viabilidad celular.
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CORNEJO U. R.; MATAMALAV. F.; SILVA M. H.; GARRIDO O. O; ABARZUAB. Y. & BALBOA, P. N. PONCE.  Effect of a
16 J/cni infrared laser on rat hepatocytes morphometric stirdty.J. Morphol., 29(2)650-655, 2011.

SUMMARY : Sprague Dawley rat livers were irradiated with 8 and 162)@aily doses during 15 days from the AsGA laser,
equivalent to 904 nm. Liver samples were surgically removed from rats previously anesthetized, then processed for etectaypicmi
transmission and subsequently studied and subjected to morphometric techniques using 8.500 X enlargements with spe@al emphasis
quantifying cellular component volumetric fractions. The result analysis of the hepatocytes irradiated with 8 aAdd6d¢amvealed
that there were marked differences between the volumetric fractions of cellular components that determine cellular fuaationalit
protein synthesis, a quantification that clearly demonstrates that with a dose of,8h¥aoptimum stimuli is achieved in order to
obtain high functionality, while with a dose of 16 Jfamotable reduction of that functionality is noted, concluding that the effects of
specific infrared radiation doses provoke a drastic transformation of its components in hepatocytes, and therefore @ityfunction
activating or inhibiting it, and representing the effect of these stimulations over this elevated metabolism cellular type.

KEY WORDS: Infrared laser; Hepatocyte; Morphometry
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