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RESUMEN: Veinticuatro ratas hembras Sprague Dawley de 4 meses de vida con peso aproximado de 250 g, fueron divididas en
cuatro grupos (A, B, Cy D), donde el grupo A (control) no recibid estimulacion infrarroja, B se irradid con laser infdécrdjdCicon
dosis de 8 J/ctry D con 16 J/cth La estimulacion infrarroja se realizé diariamente, por 15 dias ininterrumpidos. Las ratas fueron
sacrificadas y se extrajeron muestras tanto de higado normal (control) como estimulado con las distintas dosis infoaredjasrdas
procesadas para microscopia electrénica de transmision. De los hepatocitos normales y estimulados, se obtuvieron naisidatografi
aumentos finales de hasta 36.500 X, que fueron sometidas a estudios morfométricos para determinar fracciones volunsgticas con e
cial énfasis en el reticulo endoplasmico liso (REL) y de los siguientes componentes celulares: reticulo endoplasmatRBR)goso (
mitocondrias, glicbgeno, eu y heterocromatina. De igual manera se cuantificaron las areas celulares y nucleares. Del@nalisis d
resultados entre hepatocitos normales y estimulados con diferentes dosis infrarrojas, se visualiza que existen notelzsle®diferen
todos los componentes celulares cuantificados particularmente el REL. Se concluye que las estimulaciones infrarrojasaprovocan u
dréstica transformacion en la ultraestructura y morfologia de los hepatocitos, lo que provocaria una variacion funcsammbrepre
de esta manera el efecto que estas estimulaciones provocan en este tipo celular.
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INTRODUCCION

El advenimiento de la Medicina Fisica en la décadantiinflamatoria (Fikackovét al, 2006) y cicatrizante
de los ochenta, permitié abrir multiples proposiciones y s(Kreisleret al, 2003; Reddgt al, 2004) como a nivel celu-
luciones a la ciencia médica mediante la instauracion delan una acentuada sintesis proteica(Shefeal, 2003;
conjunto de técnicas para procurar una optima rehabilit@imdeset al, 2009), de DNA (Rizzt al, 2006; Karu, 2008),
cion de los pacientes mediante el uso de novedosos y ceti@ ATP mitocondrial (Het al, 2007; Xuet al, 2008) y de
ros tratamientos relativos a procesos de cicatrizacion, puplageno (Pereirat al, 2002; Cornejet al, 2013) como
blemas musculo-esqueléticos y consolidacion de fracturasi mismo modulando la proliferacion celular (Virtlal,
(Schindlet al, 2000). En esta perspectiva, la utilizacion de2003) las concentraciones de calcio citosolico (lehvl,
laser infrarrojo de baja potencia ofrece una terapia fund2803) y la actividad de variadas enzimas (Pastak 2000;
mentalmente estéril, indolora, sin cirugia y libre de drogaso & Sheen, 2003).
para el tratamiento de lesiones que incluyen heridas, fractu-
ras, enfermedades neuroldgicas, dermatolégicas y doloro- A pesar de que estas y muchas otras funcionalidades
sas de pacientes en general (Migtisal, 2004). del laser infrarrojo se encuentran absolutamente demostra-
das, en forma creciente se recopilan mas antecedentes y co-
El uso de las emisiones infrarrojas generadas pormcimientos relativos al rol que ejercen las inducciones
diodo laser Arsenurio de Galio (modelo CEC IR 10, Argennfrarrojas sobre los componentes subcelulares y que son
tina) induce un sostenido alivio en una amplia gama de lgapaces de generar modificaciones de estos organelos, ori-
siones y afecciones articulares basado en su eficaz acajitando variaciones en la funcionalidad de células y por ende
analgeésica (Novoselowt al, 2006; Castanet al, 2007), en determinados tejidos (Junqueira & Salles, 1975).
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Estudios sobre hepatocitos de rata muestran dosis SpATERIAL Y METODO
timas con las cuales se consigue generar una notable activa-
cién (8 J/crd) o una notoria inhibicién (16 J/&rde su fun-
cién celular, como el tiempo durante el cual permanece activa  Un total de 24 ratas hembras de 4 meses de vida, con
la estimulacion infrarroja en estas células de alto metabolisa peso de aproximadamente 250 g fueron divididas en cua-
mo (Cornejoet al, 2012). Sin embargo, en el contexto defro grupos de animales cada uno rotulados como A, B, Cy D;
estudio sobre componentes subcelulares, parece importaddade A se mantuvo sin recibir estimulacién infrarroja, per-
realizar un andlisis cuantitativo en microfotografias electréraneciendo como control, mientras que B recibié estimulacién
nicas con datos morfométricos ultraestructurales correspate laser infrarroja con dosis de 4 Jc@dosis de 8 J/cty D
dientes al reticulo endoplasmico liso (REL) de los hepatocitdssis de 16 J/chadurante 15 dias consecutivos. Posteriormente,
estimulados durante 15 dias consecutivos con dosis infrarrdias ratas fueron sacrificadas y se extrajeron muestras tanto de
de 4, 8 y 16 J/cideterminando su volumen y su eventuahigado normal como de los estimulados, para enseguida ser
participacion en la funcion celular del hepatocito. procesadas para microscopia electrénica de transmision, don-
de alas muestras se le adicioné una solucion de glutaraldehido
Considerando que los hepatocitos son particularmer2@o en tampén fosfato 0,15 M, pH 7,2 y se mantuvo a tempe-
ricos en reticulo endoplasmatico debido a que realizan ursura ambiente por 2 h. Luego, fueron sometidas a un lavado
activa sintesis de proteinas y lipidos, en las microfotografias solucion de 6 g de NaCl y 73 g de sacarosa, disuelto en 1
electrénicas se pueden distinguir cisternas de reticulo clitno de agua destilada.
ribosomas adosados a sus paredes, cisternas agranulares y
ademas poliribosomas, mitocondrias y otros organelos libores  La post-fijacién se realizé con tetréxido de osmio
por todo el citoplasma (Koolman & R6hm, 2004). 1% disuelto en la solucién antes descrita durante 1 h a 40°C
y acetato de uranilo 0,5% por 18 h. Luego de lavado el ma-
Es frecuente observar una alta incidencia de zonastéeial, fue deshidratado en concentraciones crecientes de
continuidad entre los reticulos endoplasmatico liso y rugosacetona (30 a 100%) e incluido en Araldita 6005. Se obtu-
los cuales presentan proteinas tales como la reductasa NADIgron cortes ultrafinos de aproximadamente 70 nm de gro-
la nucleotido difosfatasa y los citocromos B5 y P450 (Paniagsar, los que fueron tratados con acetato de uranilo 2% du-
et al, 2007). Las diversas funciones que presenta el REL, ti@nte 40 minutos y citrato de plomo 0,5% por 10 minutos.
nen relacion con sus enzimas, destacaando la sintesis lipidicas muestras fueron finalmente estudiadas vy
glucogenolisis y detoxificacion. En concordancia a esta Ultinicrofotografiadas en un microscopio electrénico Phillips
ma funcion, la presencia de sustancias téxicas liposolublEEM 300.
(barbitdricos, etanol, insecticidas, herbicidas, medicamentos,
desechos industriales, etc.) hace que sean degradados en la A partir de los bloques para microscopia electrénica
membrana del REL, debido a la accidn de oxigenasas soliteeron obtenidos cortes ultrafinos desde los cuales se
dichas sustancias téxicas, oxidando a los compuestmscrografiaron hepatocitos normales e irradiados con dis-
hidréfobos, convirtiéndolos en hidréfilos y, por tanto, matintas dosis con un aumento final de hasta 36.500 X.
faciles de excretar. Sin embargo, la reaccién enzimatica de
detoxificacion mas importante se realiza mediante el sistema  Para la evaluacion de las fracciones volumétricas de
del citocromo P450, el cual desempefia un papel importatds componentes celulares, fue sobrepuesto un reticulo de
en el catabolismo de los farmacos y de otros compuesfmatos sobre las microfotografias electrénicas y se proce-
exogenos potencialmente toxicos, siendo una funcion de sli6 al conteo diferencial de los puntos que incidian sobre
pervivencia importante del hepatocito, después de sufrir los perfiles de los componentes, calculandose la fraccion
dafio o intoxicacion (Lodisét al, 2009). Ademas, en su mem-volumétrica que ellos ocupan, mediante la siguiente ecua-
brana se encuentra la enzima glucosa 6 fosfatasa, implicaédn (Weibel, 1969): Fv= Pi/Pt, donde Fv: Fraccion
en la degradacion del glucégeno. volumétrica del componente celular; Pi: Puntos incidentes
sobre el componente en estudio y Pt: Puntos totales inciden-
En base a lo planteado, el objetivo de este trabajo ftes en la célula estudiada.
precisar los efectos que produce en células hepaticas, la apli-
cacion de distintas dosis de estimulaciones infrarrojas duraialisis estadistico Todos los datos cuantitativos obteni-
te 15 dias consecutivos, evaluando cuantitativamente los cados fueron sometidos a la prueba de Wilcoxon mediante el
ponentes del hepatocito a nivel ultraestructural epaquete estadistico SPSS version 15 para Windows (Chicago,
microfotografias electrénicas, determinando su patrén déSA) para muestras no paramétricas, estableciendo dife-
modificacion, con énfasis en el REL y relacionando las esencias con un valor de Z=2,023 y un p= 0,043 indicando
tructuras celulares con una eventual funcionalidad celular.entonces que existen diferencias significativas entre ellos.
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RESULTADOS

A medida que esta célula normal evidenciada en ¢k estananera otras funciones, especialmente la que tiene
Figura 1y en las Figuras 2—4 sometidas a estimulacionegacion con glicogenolisis.
con dosis de laser infrarrojo de 4, 8 y 16 3/acespectiva-
mente, desde quienes se logré cuantificar los volimenes  Como ha sido descrito en investigaciones anteriores
de sus componentes celulares mediante técnicsubre este tipo celular, las fracciones volumétricas tanto
morfométricas. mitocondriales como las correspondientes al RER, presen-

tan una relacién inversa con respecto a las dosis crecientes

En relacion al nivel citosolico del hepatocito, se obeon las cuales se estimulan los hepatocitos, cuantificandose
serva con claridad una relacion directa entre dosis crecigfure con dosis correspondientes a 16 3/smobtienen los
tes de estimulacion infrarroja versus fracciones volumétricagenores volliimenes pertenecientes a estos componentes
correspondientes al REL, representado por un constante egtulares (Fig. 6). Es tentador interpretar estos datos
mento en su volumen hasta practicamente duplicarlo catorfométricos considerando que esta célula se encuentra
dosis de 16 J/ch(Fig. 5), pudiendo interpretarse como urbasicamente realizando mecanismos de detoxificacion en
aumento en su funcion, especificamente en lo relacionaslp REL, dicho proceso requiere sélo de un exiguo aporte
con el proceso de detoxificacion utilizado en la inactivaciéamergético y su sintesis proteica deprimida.
de sustancias nocivas, tal como la irradiacion exacerbada de
luz infrarroja a la que fue expuesta este tipo celular. A nivel nuclear, en relacion al aumento de la

eucromatina en la célula estimulada con 16 3(dabla 1),

En este mismo contexto, en relacion a los volumee puede inferir una elevada tasa de expresion génica, la cual
nes obtenidos para la inclusion de glicogeno (Fig. 6), @eneraria en los ribosomas libres la sintesis de aquellas
notorio incremento con irradiacion correspondiente a denzimas propias de la detoxificacion, especificamente la
sis de 16 J/cfindicando que el REL priorisaria funda-citocromo P450.
mentalmente su funcidén a la de detoxificacion, inhibiendo

,

. 2 : Flg 2. Mlcrofotografla electronlca de transmision perteneciente a
Fig. 1. Mlcrofotografla electronlca de transmision pertenecienteuaa seccion de hepatocito de rata estimulado durante 15 dias con
una seccion de hepatocito de rata normal. 36500 X. dosis de laser infrarrojo correspondiente a 4 2/24800 X
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W Hepatocito normal

B Hepatocito estimulado con 4
J/cm?

I Hepatocito estimulado con 8
J/cm?

Hepatocito estimulado con 16
REL J/cm2

Fig. 5. Fracciones volumétricas correspondientes a REL de hepatocitos
normales y estimulados con dosis de 4, 8 y 162Hanmante 15 dias.

I.K - oy Lo 3 O

Fig. 3. Microfotografia electronica de transmision pertene-
ciente a una seccion de hepatocito de rata estimulado duran-
te 15 dias con dosis de laser infrarrojo correspondiente a 8 J/

cn? .21300 X.

30 - B RER

25 - = Mitocondrias
i 1P B Glicogeno
15 1

10 7

5 -

Hepatocito Hepatocito Hepatocito Hepatocito
normal estimulado estimulado estimulado
con4J/cm2 con 8J/cm2 con 16
Jfcm2

Fig. 6. Fracciones volumétricas correspondientes a componentes cEl@- 4- Microfotografia electronica de transmision pertene-

lares de hepatocitos normales y estimulados con dosis de 4, 8 y 1§/t & una seccion de hepatocito de rata estimulado duran-
cn? durante 15 dias. te 15 dias con dosis de laser infrarrojo correspondiente a 16

Jlent 21300 X.

Tabla I. Fracciones volumétricas (%) correspondientes a eu y heterocromatina evaluada en hepatocitos de rata normal y estimu-
lados con laser infrarrojo de 4, 8 y 16 Jcm

Hepatocito Hepatocito estimulado Hepatocito esimulado Hepatocito esimulado

normal con dosis de 4 Jiem? con dosisde 8 J/cmz con dosisde 16 J/cmz
Euaomatina 55 84,4 80 88
Heter ocromatina 45 15,6 19,6 11,9
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DISCUSION cas afectadas con cirrosis cronica, donde sus resultados
como los nuestros muestran crecientes depdésitos de
glicégeno, generando granulos densos a nivel de todo el

La presente investigacion tuvo por objetivo precisatitoplasma de este tipo celular y del mismo modo, se des-
el comportamiento del REL en medida que los hepatocitoebe una alta hipertrofia del REL.

son estimulados con dosis crecientes de inducciones

infrarrojas, pudiendo concluir que existe entonces una rela-

cion directa entre el volumen cuantificado de dicho comp&GRADECIMIENTOS

nente y las dosis utilizadas en la activacién celular, como

fue mostrado en los resultados, precisandose que en la me-

dida que se utiliza 16 J/éral volumen del REL se duplica. Este trabajo es el resultado de las actividades de in-
vestigacion realizadas en el proyecto DI-UFRO 14-0103.

Este resultado es coincidente con variadas publica-

ciones en las cuales los autores describen tanto incremen

tos como hipertrofia del REL en hepatocitos, asi CieslarCORNEJO, R.; GARRIDO, O.; BUSTAMANTE, C. &

al. (2009), informa que estimulando este tipo celular mMUNOZ, M. The smooth endoplasmic reticulum in hepatocytes

diante laser infrarrojo por 15 dias consecutivos, se gen% 2%‘;'3;83 \1\’(';;‘ 4di£fg;int doses of infrared laset. J. Morphol.,

un notable incremento tanto en procesos de oxido reduc-
cion celular como en la actividad de numerosas enzimas g yMMARY: A total of 24 female Sprague-Dawley rats

hepaticas. aged 4 months and weighing approximately 250 g, were divided
into four groups labeled A, B, C and D. Group A received no
Concordamos con Nevorotat al (1991), quienes infrared stimulation and served as control. Group B was radiated
describen que cuando estimulan hepatocitos de rata condith a dose of 4 J/ctrof infrared laser, Group C with doses of 8
sis Correspondiente a 40 J/ihee generan incrementos yJ/CI’Tf’ and Group D with 16 J/cinThis infrared stimulation was

vesiculacion del REL, evidenciados mediante microscop‘f&med out daily for 15 days uninterrupted. The rats were then

electrénica de transmisién y visualizacién histoquimic%tacriﬁced and samples of both normal-control liver and liver

stimulated with the different infrared doses were extracted for
marcando la glucosa 6 fosfatasa en sus membranas. . . ; ) o )
immediate processing via transmission electron microscopy.

. o . Transmission electron microphotographs were obtained at
En tipos celulares distintos al hepatocito, nuestr@gagnifications of 21300X from both normal and stimulated
resultados muestran similitud con diversas investigaciepatocytes; these were subjected to morphometric studies to
nes relativas a este tema, como la de Zayed (2000), determine volumetric fractions with special emphasis on the
en donde describe que tras la estimulacién por 15 dias cemooth endoplasmic reticulum (SER) and the following cell
secutivos con laser infrarrojo a células interticiales de teg@mponents: rough endoplasmic reticulum (RER), mitochondria,
ticulo de mono, se evidencia tras el estudio mediarlycogen, eu and heterochromatin. Likewise, cell and nuclear
microscopia electrénica de transmision, un notable inc/d€as were quantified. Analysis of the results of normal and
timulated hepatocytes with different infrared doses showed con-

mento del REL, relacionando este aumento de VOIuméi'aerable differences in all the quantified cell components and

CP,” una estimulacion del laser _sobre lasintesis y S_ecﬁﬁfticularly from the SER it is concluded that the effects of these
cion de testosterona. En este mismo contexto, estudiangiéhulations bring about a drastic transformation in the

la estimulacion infrarroja con dosis de 6 J/@sobre yltrastructure and morphology of the hepatocytes, which may
fibroblastos, Oliveirat al (2009), logran determinar por ultimately translate into a functional variation, thus representing
medio analisis de microscopia de fluorescencia un incttge effect that these stimulations cause in this cell type.

mento tanto en volimenes como en la actividad del REL.

KEY WORDS: Infrared laser; Hepatocytes;

Agregaremos un dato significativo para la tematic¥°rphometry; Smooth endoplasmic reticulum; SER.

que tratamos en relacién especificamente al rol del REL

en los mecanismos de detoxificaciéon celular. Tutuearu

aI._ (_2,010) ewdgngan_ con microscopia electromcg de tr‘?‘fﬁEFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
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relacion a las inclusiones de glicogeno en células hepati-
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