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Efecto de Estimulaciones Infrarrojas sobre
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RESUMEN: 24 ratas hembras de 4 meses de vida con peso aproximado de 250 gramos fueron divididas en dos grupos de
animales, Ay B. Ambos grupos se mantuvieron con pellet y solucion de alcohol 40% durante 60 dias generandoseles @adadstpatoest
microvesicular. Los higados de los animales pertenecientes al grupo B fueron estimulados con laser infrarfajorértens dias
consecutivos. Posteriormente, las ratas fueron sacrificadas y se extrajeron muestras de higado y luego procesadasop&ra microsc
electronica de transmisién. De ambos tipos celulares se obtuvieron microfotografias electrénicas de transmision conrelesateos fi
8.500 X, las cuales fueron sometidas a estudios morfométricos para determinar fracciones volumétricas de los siguientésscompone
celulares: Reticulo endoplasmatico rugoso (RER), mitocondrias, inclusiones lipidicas y de glicégeno, eu y heterocrorgatiha. De i
manera se cuantificaron las areas celulares y nucleares. Del andlisis de los resultados entre hepatocitos esteatésloss s irradi
visualiza que existen diferencias en todos los componentes celulares cuantificados y se concluye que los efectos deida estimula
infrarroja con dosis de 6 J/énprovoca en los hepatocitos con esteatosis microvesicular transformacion en su ultraestructura y en su
morfologia, fundamentalmente en la disminucidon acentuada de las infiltraciones lipidicas hasta en un 80% situacion quiese tradu
en una variacion funcional, representando de esta manera un efecto evidente que estas inducciones infrarrojas generan.
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INTRODUCCION

La patologia referida como higado graso es la mé&lpers & Isselbacher 1975), farmacol6gicos generalmente
frecuente de las afecciones conocidas como esteatosis,y@vocado por antibioticos (Hautekecte 1995) y
racterizada por la deposiciéon anormal de lipidos tanto en lvgtyoritariamente con un consumo exacerbado de toxinas
espacios interticiales del higado, como en los citoplasmasmo etanol y tetracloruro de carbono (Day & Yeaman 1994),
de los hepatocitos, revelando anormalidad en los procesusstiendo también diversos factores de riesgo asociado a la
de sintesis y eliminacion de triglicéridos (Isleakl, 1991). afeccion tales como diabetes mellitus (Arayal, 2006),

mal nutricion proteica (Condet al, 1993), hipertension

Dichos lipidos se acumulan formando vesiculas quBrokes & Cooper 2007), obesidad (Saadeh 2007) y anoxia
cuando son de mayor tamario rodean al ntcleo desplazand@lotranet al, 1998). De igual manera D&y al, (1993)
hacia la periferia celular pegado a la membrana plasmatisagieren intervencion de factores genéticos en el desarrollo
generando asi la denominada esteatosis macrovesicular.d®esta patologia.
el contrario, si el lipido se estructura en pequefias gotas ocu-
pando distintas areas del citoplasma se produce la esteatosis Asi mismo, la expresion alterada en los hepatocitos
microvesicular (Arakawat al, 1985). de proteinas/enzimas involucradas en la oxidacién de &ci-

dos grasos asi como de las constitutivas de peroxisomas, se

Se ha demostrado que la etiologia de la esteatosigrsluciria en la acumulacion de triglicéridos hepaticos
relaciona con componentes metabdlicos y nutricionalé@8ehnmarlet al, 1998). Por otra parte, modificaciones en
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la morfologia tanto de la matriz como el aumento en laggcas y se procedi6 al conteo diferencial de los puntos que
diametros de la membrana interna mitocondrial, sugier@rcidian sobre los perfiles de los componentes, calculando-
disminucién en los mecanismos de beta oxidacion de ase la fraccion volumétrica que ellos ocupan, mediante la si-
dos grasos y generacion de esteatosis microvesicular (Sagtgente ecuacion: (Weibel 1969).
et al, 1990).
Pi
Por otro lado, recientemente se ha demostrado que FV=—
la estimulacién con laser infrarrojo con dosis de 6 Jésn Pt
capaz de generar un notable aumento en la funcionalidad de
hepatocitos (Cornejet al, 2011). Asi, el objetivo de este Donde:
trabajo consistio en visualizar el efecto de estimulaciones
infrarrojas sobre hepatocitos esteatésicos, ademas defle= Fraccion volumétrica del componente celular.
terminar las diferencias morfolégicas, que se puedan esfa-= Puntos incidentes sobre el componente en estudio.
blecer mediante la microscopia electrénica de transmisiBh = Puntos totales incidentes en la célula estudiada.
y técnicas morfométricas.
Todos los datos cuantitativos obtenidos fueron so-
metidos a la prueba de Wilcoxon mediante el paquete esta-
MATERIALY METODO distico SPSS versién 15 para Windows (Chicago, USA) para
muestras no paramétricas estableciendo diferencias con un
valor de Z=2,023 y un p= 0,043.
Un total de 20 ratas hembras, de 4 meses de vida
con un peso de aproximadamente 250 gramos fueron divi-
didas en dos grupos de 12 animales cada uno rotulados c&RESULTADOS
Ay B. Ambos grupos recibieron pellet y una solucién de
alcohol 40% manteniendose en estas condiciones por 60 dias
con la finalidadde provocar esteatosis microvesicular. El La microscopia electronica de transmision utilizada
grupo B fue estimulado con dosis de laser infrarrojo 62J/crmostré la morfologia de hepatocitos afectados con
Luego las ratas fueron sacrificadas y se extrajeron muesteaseatosis microvesicular y los estimulados con laser infra-
de higado esteatésico y estimulado con induccionew®jo 6 J/cm, (Figs 1y 2). Los datos morfométricos se ex-
infrarrojas. Posteriormente, las muestras fueron procesada®san en la Figura 3.
para microscopia electrénica de transmision. A las mues-
tras se les adicion6 una solucién de glutaraldehido al 2% en  El porcentaje de las fracciones volumétricas corres-
tampon fosfato 0,15 M, pH 7,2 y se mantuvieron a tempen@endientes a heterocromatina evaluadas en hepatocitos
tura ambiente por 2 horas. Luego, fueron sometidas a esteatdsicos y esteatdsicos tratados con laser infrarrojo 6 J/
lavado en solucion de 6 g de NaCl y 73 g de sacarosa, clit’ fue de 8% y 27%, respectivamente y la eucromatina de
suelto en 1 litro de agua destilada. 92% y 73%, respectivamente.

La post-fijacion se realizé con tetréxido de osmio Las areas celulares expresadagigpertenecientes
1% disuelto en la solucién descrita, durante una hora a 40hepatocitos esteatdsicos y esteatdsicos estimulados con
C y acetato de uranilo 0,5% por 18 horas. Luego deltavalaser infrarrojo fueron de 536 y 434, respectivamente.
el material fue deshidratado en concentraciones crecientes areas nucleares fueron de 43 y5%espectivamente.
de acetona (30 a 100%) e incluido en Araldita 6005. Se obtu-
vieron cortes ultrafinos de aproximadamente 70 nm de gro-  Las fracciones volumétricas cuantificada pertenecien-
sor los que fueron tratados con acetato de uranilo 2% durat&el hepatocito esteatdsico activado con laser infrarrojo de
40 minutos y citrato de plomo 0,5% por 10 minutos. 6 J/cn? evidenci6 una reduccion en el porcentaje de inclu-
siones lipidicas, disminuyendo desde un 18% a un 3,5%.
Las muestras fueron finalmente estudiadas y
microfotografiadas en un microscopio electrénico Phillips  Las fracciones volumétricas correspondientes al RER,
EM 300. presentaron una leve disminucion del porcentaje correspon-
diente al hepatocito estimulado con inducciones infrarrojas
Andlisis estadistico Para la evaluacion de las fraccionegn comparacion a su contrapartida esteatédsica. El porcenta-
volumétricas de los componentes celulares, fue sobrepugsde mitocondrias experimentd un ligero aumento en el
to un reticulo de puntos sobre las microfotografias electidepatocito estimulado.
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Fig 3. Fracciones volumétricas expresadas en porcentaje correspon-
diente a componentes celulares pertenecientes tanto a hepatocitos
esteatdsicos como a esteatodsicos estimulados con laser infrarrojo.

Disminuy6 el volumen de inclusiones de glucégeno en
2 % en los hepatocitos estimulados con laser infrarrojo. Por otra
parte, aumento el volumen nuclear del hepatocito estimulado
con laser infrarrojo, en comparaciéon con el hepatocito
esteatdsico.

Las fracciones volumétricas pertenecientes a la eucromatina
redujeron su porcentaje en comparacion con el hepatocito

F|g 1. Mlcrofotografla eIectronlca de transmision pertenecnen&SteatOSICO indicando una expresion génica disminuida.
a hepatocito de rata esteatdsico (8.500 X)

El &rea celular cuantificada para el hepatocito
irradiado presenté una notable disminucién con respecto
al esteat6sico que alcanz6 hasta 00 u

DISCUSION

En la presente investigacion propusimos deter-
minar los efectos ultraestructurales generados por las
emisiones del laser infrarrojo sobre hepatocitos con
grandes infiltraciones lipidicas que desembocaron en
una esteatosis microvesicular experimental.

En este contexto Baibeketal, (1991) des-
cribieron los cambios ultraestructurales provocados por
emisiones del laser infrarrojo sobre hepatocitos
cirréticos, patologia provocada experimentalmente por
un exagerado consumo de alcohol.

Se demostr6 que la fraccién volumétrica corres-
pondiente a infiltraciones lipidicas alcanz6 al 18 % del

- o : : volumen celular, mientras que estas infiltraciones de-
Fig 2. Mlcrofotografla electronlca de transmlsmn pertenemente a . | valent 350 I
hepatocito esteat6sico de rata estimulado con laser infrarrojo & J/cmCTECIEroN a un voiumen equivaiente a 5.5 % en aquelias
9.500 X. células estimuladas con emisés infrarrojas.
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Un aspecto a destacar se refiere a la notable disras hepatocitos esteatdsicos irradiados, situacion que se tra-
nucién en las infiltraciones lipidicas en el citoplasma de lakice en una notable disminucién en la expresién génica. En
hepatocitos esteatdsicos estimulados con laser infrarrajioecta relacion con este resultado, demostramos una baja
(Fig. 2), disminucién que alcanz6 al 80% en relacion a lomtable de los volimenes del reticulo endoplasmatico rugo-
hepatocitos esteatdsicos (Fig. 1). Este hecho es concordam- (hasta en un 16%) situacidon que podria provocar una
te con lo observado por Baibekewal. quienes demostra- baja sustantiva en la sintesis proteica de este hepatocito
ron similar nivel de disminucion de dichas infiltraciones proesteatdsico estimulado con inducciones infrarroja.
venientes de esta afeccion hepatica.

Existe similitud de resultados con Baibelahal.,

Por otra parte, se ha observado, en hepatocitos irraspecto al aumento de volumen nuclear evaluado en los
diados, un aumento importante en el volumen deepatocitos estimulados con inducciones infrarrojas, situa-
mitocondrias, organelos en los cuales se realiza un actisidn que se explica por una creciente generacion de poros
metabolismo de los compuestos lipidicos. nucleares que conlleva a incrementar procesos de permeabi-

lidad hacia el interior del nucleoplasma.

Los resultados de este estudio coinciden con los de
Baibekov al existir un ligero aumento en las fracciones Finalmente, en relacién al area celular cuantificada
volumétricas pertenecientes tanto a las estructuras destisa-observd una gran disminucion (hasta B)@arrespon-
das a la mantencién de los procesos energéticos como aliaste al hepatocito estimulado con laser infrarrojo. Esta
mitocondrias y una disminucion de inclusiones de glicégendisminucién se podria explicar por un activo metabolismo
indicando una constante degradacion a glucosas citosolitp&dico, preferentemente mitocondrial, el cual metaboliza
para realizar procesos de glicolisis y posterior sintesis ke infiltraciones lipidicas hasta en un 80%.

ATP mitocondrial y satisfacer las necesidades energéticas
de esta célula (Junqueira & Salles 1975). En conclusién el laser infrarrojo posee un efecto
estimulador de variadas enzimas mitocondriales, responsa-

Por otra parte, a nivel nuclear existe concordancides de dicha disminucién lipidica Ciestdnl.,(1995); Kao
con los resultados reportados por Baibe&bal, quienes & Sheen, (2003), generando notable actividad de lipasas
relataron un aumento de hasta 30 % de heterocromatinahepaticas (Rehnmasgk al 1998).
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SUMMARY : 24 four-month-old female rats weighing approximately 250 grams were divided into two groups labeled A and B.
Both groups were fed pellets and a 40% alcohol solution for 60 days, which caused a microvesicular hepatic steatosssofTthe liver
animals in Group B were stimulated with 6 J/cm2 of infrared laser for 15 consecutive days. The rats were then sacrificpldsiofl sa
both steatosic liver and liver stimulated with infrared inductions were extracted for immediate processing via transncission ele
microscopy.From both cell types transmission electron microphotographs were obtained at magnifications of 9500 X; thegetedre su
to morphometric studies to determine volumetric fractions of the following cell components: rough endoplasmic reticulum (RER),
mitochondria, lipid and glycogen inclusions, euchromatin and heterochromatin. Likewise, cell and nuclear areas were/Aynalysied.
of the results between steatosic and radiated hepatocytes revealed notable differences in all the cell components tpuzorifieded
that the effects of infrared stimulation with a dose of 6 J/cm2 brings about in the steatosic hepatocytes a microvesfiouizaticsm
in their ultrastructure and morphology, fundamentally in the considerable decrease in lipid infiltrations to 80%, whieyltimslates
into a functional variation, thus representing an obvious impact produced by these infrared inductions.

KEY WORDS: Steatosis; Laser; Morphometry; Hepatocyte.
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