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Microscopia Electrénica de Nucleos Hepaticos Estimulados
con Dosis Crecientes de Laser Infrarrojo

Electron Microscopy Hepatic Nuclei Stimulated with Increasing Doses of Infrared Laser
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RESUMEN: Un total de 20 ratas hembras de 4 meses de vida con peso aproximado de 250 gramos fueron divididas en 4 grupos
de animales rotulados como A, B, Cy D. El grupo A corresponde al control y los demas grupos recibieron respectivamenterestimul
con laser infrarrojo con dosis crecientes de 4, 8 y 16 Joules pducamte 15 dias consecutivos en 5 puntos del higado. Posteriormente
las ratas fueron sacrificadas y se extrajeron muestras tanto de higado control como de los estimulados con inducciasgsargrarro
enseguida ser procesadas para microscopia electronica de transmision. De los hepatocitos se obtuvieron microfotogratagielectro
transmisién con aumentos finales de 9.500 X, las cuales fueron sometidas a estudios morfométricos para determinarlfracioces vo
de sus nucleos y estructuras nucleares. De igual manera se cuantificaron las areas nucleares, celulares y se dete&gmimiclagelac
citoplasmatica de los tipos celulares estudiados. Analizados los resultados entre los hepatocitos controles e irradialices geevis
existen notables diferencias en la totalidad de los parametros cuantificados concluyéndose que los efectos de las estifrategame
con dosis crecientes genera transformaciones en su ultraestructura y en su morfologia, fundamentalmente en el aumgEm e los vo
nes nucleares, y celulares, los volimenes de cromatina y de la relacién-nuicleo-citoplasmatica situacion que se tradwvairiaogimun
funcional, representando de esta manera un efecto evidente que estas inducciones infrarrojas generan.

PALABRAS CLAVE: Laser; Morfometria; Hepatocito; Nucleos.

INTRODUCCION

El uso de las emisiones derivadas del laser infrarroRD03) como de DNA (Loevchal & Arenholt-Bindslev, 1994)
(LIR) desde la década del 80 se han constituido en una OptimRNA (Karuet al, 2004) y sintesis- secrecién de colageno
terapia para el tratamiento de multiples afecciones que inc{ibergelet al, 1987).
yen procesos de cicatrizacion, solucion a problemas musculo-
esqueléticos y alivio constante del dolor, logrando excelentes  Existen probadas evidencias en el sentido que el pri-
resultados en una amplia gama de pacientes (btilis 2004) mer efecto de estimular células diversas con las emisiones
generadas por el LIR es la mitocondria provocando tanto cam-
Estos éxitos en los citados tratamientos se deben a dpies de potencial en sus membranas, como en las proteinas de
el laser infrarrojo de baja potencia otorga basicamente u@acadena transportadora de electrones, en las enzimas
eficaz accion cicatrizante (Castarst al, 2007), involucradas en el Ciclo de Krebs y en la propia sintesis de
antiinflamatoria (Baybekoet al, 2008) y analgesica (Kert & ATP (Das, 2001).
Rose, 1989).
En este mismo contexto, ha sido demostrado que estas
De igual manera, las estimulaciones generadas pomebdificaciones mitocondriales resultado de la estimulacion
LIR provocan a nivel celular, entre otros, una variada gangan LIR desembocan finalmente en una activa comunicacion
de mecanismos tales como: acentuada activacion en la sigts el niicleo generando una serie de eventos en condiciones
sis de proteinas (Orat al,, 2005), y de ciertas enzimas (Geinitmormales o patoldgicas (Ryan & Hoogenraad, 2007; Schroeder
et al, 2006), sintesis tanto de ATP mitocondrial (Lewval, et al, 2007).

" Departamento de Ciencias Basicas, Facultad de Medicina, Universidad de La Frontera, Temuco, Chile.
™ Instituto de Ciencias Marinas y Limnoldgicas, Universidad Austral de Chile, Valdivia, Chile.

222



CORNEJO, R.; GARRIDO, O. & JARAMILLO, R. Microscopia eletrénica de nucleos hepaticos estimulados con dosis crecientes de laser iimfrairdjtorphol., 33(1)222-228, 2015.

En base a estos hallazgos recientemente analizades$ higado por espacio de 15 dias consecutivos. Cumplido
es posible argumentar que los procesos que resultan deeksts tiempo las ratas fueron sacrificadas, se extrajeron mues-
inducciones infrarrojas: sintesis de proteinas, de enzinteas tanto del higado control como de los estimulado con
especificas, ATP, colageno, DNA y ARN tienen como cennducciones infrarrojas para enseguida ser procesadas con
tro de generacion el nacleo celular y sus componentesténnicas de microscopia electréonica de transmision adicio-
términos de poseer la informacién genética correspondiemi@&doles una solucién de glutaraldehido 2% en tampoén
para codificar todas las sintesis macromoleculares que f@sfato 0,15 M, pH 7,2 manteniéndolas a temperatura am-
quieren de dicha informacion y entonces regir los procesoiente por 2 horas. Luego, fueron sometidas a un lavado en
y mecanismos propios del ciclo vital. Del compartimentsolucion de 6 g de NaCl y 73 g de sacarosa, disuelto en 1
nuclear mediados por las secuencias nucleotidicas y la ri@e de agua destilada.
quinaria enzimatica replicativa y transcripcional, la infor-
macién pertinente viajara al compartimento citosoélico para La post-fijacion se realizd con tetréxido de osmio
ser traducido en macromoléculas de vital importancia patéo disuelto en la solucién antes descrita durante una hora a
la mantencién del citado ciclo vital celular (Forero &40 °C y acetatoeduranilo 0,5% por 18 horas. Luego de lava-
Urcuqui, 2004). do el material fue deshidratado en concentraciones crecien-

tes de acetona (30 a 100%) e incluido en Araldita 6005. Se

En est mismo sentido, recientemente Zhatcal  obtuvieron cortes ultrafinos de aproximadamente 70 nm de
(2003), experimentando en fibroblastos humanos demueggrasor los que fueron tratados con acetato de uranilo 2% du-
que las inducciones del LIR son capaces de activar 111 gersse 40 minutos y citrato de plomo 0,5% por 10 minutos.

y por consiguiente regular 10 categorias de funciones donde

siete de ellas estan relacionadas con el proceso de prolifera- Las muestras fueron finalmente estudiadas y
cion celular y las 3 restantes para regular factores de transerofotografiadas en un microscopio electrénico Phillips
cripcién, procesos de inflamacién y sintesis de citoquinasEM 300.

Todos estos hallazgos nos han estimulado para inves- A partir de los bloques para microscopia electrénica
tigar intentando describir desde el punto de vista morfologicimeron obtenidos cortes ultrafinos desde los cuales se
cuantificando mediante técnicas morfométricas asociadasnicrofotografiaron los hepatocitos con aumentos finales de
microscopia electrénica, los volimenes de nicleos y sus comasta 9.500 X.
tituyentes pertenecientes a hepatocitos de rata estimulados
con dosis crecientes de LIR Para la evaluacioén de las fracciones volumétricas de

los componentes celulares, fue sobrepuesto un reticulo de

Finalmente, en investigaciones anteriores hemos dauntos sobre las microfotografias electrénicas y se proce-
terminado y publicado que hepatocitos de rata cuando eslié al conteo diferencial de los puntos que incidian sobre
mulados con LIR con dosis correspondiente a 4, 8 y 16135 perfiles de los componentes, calculandose la fraccion
cm2 su funcién celular se activa notablemente con dosis emumétrica que ellos ocupan, mediante la siguiente ecua-
rrespondiente a 8 J/ém por el contrario dosis de 16 J&dda  cion: (Weibel, 1969).
inhiben (Corneg et al 2011).

Fv =Pi/ Pt

En la medida que se cotejen los respectivos resultados
gue involucran a nicleos de hepatocitos normales y los efbnde:
mulados con LIR en distintas dosis se podran establecer Fas= Fraccion volumétrica del componente celular.
variaciones en la funcionalidad que cada tipo celular pose®i = Puntos incidentes sobre el componente en estudio.

Pt = Puntos totales incidentes en la célula estudiada.

MATERIAL Y METODO Para el calculo de las areas celulares y nucleares fue
utilizado el software Sigma Scan Pro 5.0

Un total de 20 ratas hembras de 4 meses de vida camdlisis estadistico Todos los datos cuantitativos obteni-
un peso de aproximadamente 250 gramos fueron divididdes fueron sometidos a la prueba de Wilcoxon mediante el
en cuatro grupos de 5 animales cada uno rotulados com@Agquete estadistico SPSS versién 15 para Windows (Chicago,
B, C, y D donde el grupo A servird como control y los otrod SA) para muestras no paramétricas estableciendo diferen-
grupos recibieron estimulaciones infrarrojas diarias con doras con un valor de Z= 2,023 y un p= 0,043 indicando en-
sis de 4, 8 y 16 Joules por traspectivamente en 5 puntostonces que existen diferencias significativas entre ellos.
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RESULTADOS

La microscopia electronica de transmision utilizaddos con dosis superiores al 6ptimo como en este caso 16 J/
en nuestro estudio muestra comparativa y eficientememi@? genera una notable disminucion de las fracciones
tanto la morfologia celular como la nuclear y sus compg@elumétricas nucleares, disminuyendo a un 7,2% del volu-
nentes pertenecientes a hepatocitos normales y estimulaghe$ celular. Como en el caso anteriormente expuesto, el
con laser infrarrojo en dosis de 4, 8 y 16 J/ciatallandose area nuclear correspondiente con esta dosis infrarroja dis-
en ellos su ultraestructura evidenciados en las Figuras 1n#nuye a 22,812
3y 4 respectivamente y que generan los siguientes datos
morfométricos, los cuales se consignan en la Figuras 5, 637, De igual manera, en lo relativo al volumen de los
y Tablas I y Il. nucléolos cuantificados en los nlcleos hepaticos es obser-

vada directa relacién entre aumento de dosis utilizada en la

En el contexto de los datos morfomeétricos relativosctivacion versus los volimenes nucleolares encontrados,
a los nucleos y sus constituyentes nucleares aqui preseat@anzando su mayor desarrollo también con dosis de 8 J/
dos muestran claramente que cuando hepatocitos de ratag@h y con un 16% del volumen nuclear. Volimenes
estimulados con dosis de laser infrarrojo equivalente a 8nlicleolares correspondientes a nicleos de hepatocitos esti-
cNY se genera una sustantiva activacion de la funcion cetuulados con dosis mayores y menores que & omevi-
lar que se traduce en los siguientes hechos: dentemente menores.

1.- El volumen nuclear expresado en fracciones volumétricas En lo que respecta a los tipos de cromatina presentes en

aumenta en relacion directa con el incremento de la dosislde nicleos irradiados con dosis distintas de laser infrarrojo

laser infrarroja utilizada hasta lograr su maximo con dodiss datos morfométricos indican claramente que con 8 J/

equivalente a 8 J/chy que alcanza a un 15% del volumeren? la fraccion volumétrica de eucromatina corresponde a

celular. la mas elevada (90%) y por tanto la heterocromatina es, por

ende la de menor volumen (10%). Estos datos indican que

Este dato morfometrico tiene directa relacion con @lste nicleo se caracteriza por una alta tasa de expresion

area nuclear evaluada con las diferentes estimulaciorgghica.

infrarrojas utilizadas, asi, la mayor area equivale a\8#;6

se logra estimulando con dosis de 8 3/cm

- Fig. 2 Mlcrofotografla electronlca de transm|5|0n pertenemente a
Fig. 1. Microfotografia electronlca de transmision pertenementd‘epatomto de rata estimulado con dosis de laser infrarrojo 4 J/
hepatocito de rata normal 9.500 X. cmé. 9.500 X.
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Fig. 5. Fracciones volumétricas expresadas en porcentaje corres-
pondiente a nicleos de hepatocitos normales y estimulados con
dosis de 4, 8 y 16 J/érde laser infrarrojo.
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Fig 6. Fracciones volumétricas expresadas en porcentaje corres-
pondiente a nucledlos de hepatocitos normales y estimulados con
dosis de 4, 8 y 16 J/éde laser infrarrojo.
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Fig. 7. Relacion nucleo-citoplasmatica correspondiente a
Fig. 4 Microfotografia electronica de transmision perteneciemepatocitos normales y estimulados con dosis infrarrojas de 4, 8 'y
te a hepatocito de rata estimulado con dosis de laser infrarr@je J/cna.

16 J/cni. 9.500 X.

Tabla |. Areas celulares y nucleares expresadas en micrones cuadrados pertenecientes a hepatocitos
normales y estimulados con dosis de 4, 8 y 162Hentaser infrarrojo.

Hepatocito Hepatocito Hepatocito Hepatocito
Normal 4J/cm? 8J/cm? 16J/cmz
AreaCelular 247 209 295 270
AreaNuclear 24 20 38 23
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Tabla Il. Fracciones volumétricas (%) de cromatina pertenecientes a hepatocitos normales y esti-
mulados con dosis de 4, 8 y 16 Jaa laser infrarrojo.

Hepatocito Hepatocito Hepatocito Hepatocito
Normal 4J/cmz 8J/cm? 16J/am?
Eucromatina 56 35 90 72
Heter ocromatina 44 65 10 28

Con dosis menores y mayores, los volumenes @& el genoma nuclear y por ende, tanto la biosintesis
eucromatina disminuyen notoriamente, aumentandvoitocondrial como la proliferacion celular puede ser
concomitantemente la heterocromatina. articulada en el ndcleo merced a estimulaciones de factores

externos tales como hormonas, temperatura e inducciones
5.- Las areas celulares cuantificadas con las dosis infrarrojieslaser infrarrojo (Ryan & Hoogenraad).
utilizadas también indican mayor desarrollo con
estimulaciones de 8 J/émalcanzando un area de 295 En este contexto, Schroedetr al, trabajando en
micrones cuadrados, &reas que disminuyen notoriamente fibroblastos describen con precisién esta relacion nucleo-
dosis de 4y 16 J/cn mitocondrial describiendo que las emisiones infrarrojas ge-
neran un notable incremento en la funcidon mitocondrial,
6.- La relacion nucleo-citoplasmatica cuantificada en esteremento que se traduce en una mayor actividad en el trans-
células aumenta en directa relacion con el aumento en faste electronico el cual incide directamente activando tan-
dosis de estimulacion infrarroja, alcanzando su maximo vi&- la expresion como la transcripcion génica y la posterior
lor también con la dosis de 8 Jkcrista relacion decrece sintesis de metaloproteasa 1 componente de la matriz
notoriamente cuando se aplica una dosis de 16.J/cm  extracelular.

De igual manera, Zharj al, irradiando fibroblastos
DISCUSION humanos precisa que estas estimulaciones infrarrojas acti-
van la expresion génica de 111 genes que regulan entre otras
funciones la proliferacion celular y la apoptosis como tam-
En el afio 2010 estudiamos con microscopia optidéén genes reguladores de propiedades antioxidantes y del
asociada a técnicas morfométricas el efecto qumeetabolismo energético mitocondrial.
estimulaciones infrarrojas generaba tanto en las areas de
ndcleos de hepatocitos como en las areas de sus nucléolos Estos hechos se relacionan positivamente con nues-
cuando tratados con dosis correspondiente a 2, 4 ,8 y 1&ds resultados ya la relacion nicleo-mitocondrial queda cla-
cn? (Cornejoet al, 2010). ramente expresada donde con dosis infrarrojas de Bsécm
cuantific6 20% de volumen mitocondrial y 15% de volu-
Sin embargo, parecié importante estudiar y compaien nuclear, ambos éptimos valores que apuntarian a pro-
rar los valores obtenidos en dicho estudio con microscoi@sos de proliferacién acentuados. Mas aun, con dosis
Optica a otro donde a las técnicas morfométricas se asodigarrojas de 16 J/chse obtienen solo 14% de mitocondrias
con microcopia electrénica de transmisién, la cual naturals. 7,2% de volumen nuclear.
mente otorgé mayor certeza y exactitud en los datos obteni-
dos, ademas que en el presente investigacion cuantificamos  Por otro lado, en lo que respecta al mayor volumen
fracciones volumétricas nucleares, nucleolares, tipos declear cuantificado en nuestro estudio con dosis de 8 J/cm
cromatina y determinando la relacion nucleo-citoplasmétiti@ne directa relacién y es congruente con otros estudios en
y asocidandolo con las areas celulares de hepatocitos. los cuales ya desde 1994 con los hallazgos de Loevschall &
Arenholt-Bindslev, se demostraba firmemente que las
Efectivamente como se habia planteado en las hipgstimulaciones infrarrojas generaban un notable incremen-
tesis, entre ambos estudios se encontraron grandes difeteren la sintesis de DNA y que se reafirma con los estudios
cias en los valores cuantificados de todas las estructudes Ehrenhofer-Murray (2004), en el sentido que distintos
celulares cuantificadas. factores determinan cambios en la estructura de la cromatina,
especialmente en la eucromatina situacion que provoca lo
Existe una notable relacion funcional y de estrectgue ellos denominan como hiperfuncién nuclear generando
dependencia entre mitocondrias y nucleo puesto que mam evidente hiperplasia del nucléolo y la consiguiente ele-
del 90% de las proteinas mitocondriales estan codificadzsda sintesis de ARNm de numerosos genes y por tanto des-
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encadenando una elevada actividad celular responsablendpatocitos es posible concluir que el aumento progresivo
los mecanismos de proliferacion y otros. Es preciso recdke ella se deba a un aumento también progresivo en los vo-
car que con esta dosis de 8 J/cm2 se obtiene la fracciéridaenes nucleares producto de las inducciones infrarrojas
volumen mayor que las demas dosis ocupadas (90%). que presenta su maximo valor cuando las células son esti-
muladas con 8 J/ctndosis con la cual se obtienen 6ptimos
De igual modo, nuestros resultados con respectovalores de cada componente celular y por tanto es tentador
las fracciones volumétricas de los nucledlos perteneciensegoner que con ella se obtiene una mayor actividad celu-
a los hepatocitos estimulados con diferentes dosis de laseyen concordancia con Junqueira & Salles (1975).
infrarrojo indica mas una vez que con 8 Jemobtiene el
mayor volumen (16%) con la consiguiente disminucién de Teniendo en cuenta entonces, los resultados nuestros
voliumen con dosis infrarrojas mayores y menores. y aquellos coincidentes aqui presentados es posible reafir-
mar nuestra hipétesis inicial en el sentido que evidenciando
Este resultado es congruente y se relacionada direathdesarrollo y el aumento o disminucién de los volimenes
mente con los resultados anteriores en el sentido que con éstaonstituyentes nucleares y de mitocondrias en hepatocitos
dosis infrarroja se obtiene mayor volumen nuclear, mayde rata estimulados con una dosis infrarroja equivalente a 8
volumen de eucromatina, mayor volimen mitocondrial (Cod/cnt se evidencia una notoria activacion en la funcion celu-
nejoet al, 2013) y ademas mayor volumen nucleolar aputiar, mientras que, dosis menores y mayores la disminuyen.
tando entonces a una elevada tasa de sintesis de RNAr para
la biosintesis ribosomal que, junto a los resultados presenta-
dos activaran la sintesis proteica responsable del mecanish@RADECIMIENTOS
proliferativo (Hernandez-Verduset al 2010).

Observando los valores obtenidos en nuestro estudio  Este trabajo es el resultado de las actividades de in-
para con la relacién nucleo-citoplasmatica de estesstigacion realizadas en el proyecto DI-UFRO 14-0103.

CORNEJO, R.; GARRIDO, O. & JARAMILLO, R. Electron microscopy hepatic nuclei stimulated with increasing doses of infrared
laser.Int. J. Morphol., 33(1)222-228, 2015.

SUMMARY: Twenty-four four-month-old female rats weighing approximately 250 grams were divided into four groups labeled
A, B, C and D. A corresponds to the normal group and the other groups received stimulation increasing doses with 4céharaf 16 J/
infrared laser respectively for 15 consecutive days in five points of the liver. The rats were then sacrificed and samplidivén
and liver stimulated with infrared inductions were extracted for immediate processing via transmission electron microsca@l Fro
types transmission electron microphotographs were obtained at magnifications of 9500 X these were subjected to morpti@setric stu
to determine volumetric fractions of the nuclei and nuclear structures. Likewise, cell and nuclear areas and nuclearticitgbédioma
were quantified. Analysis of the results between normal and radiated hepatocytes revealed notable differences in athffeneeii
quantified. It is concluded that the effects of increasing infrared stimulation doses brings transformation in theirtuleaatrdic
morphology, fundamentally in the considerable increase in nuclear volume, chromatin volume and the nuclear-citoplasomtic relati
which ultimately translates into a functional variation, thus representing an obvious impact produced by these infraoed.inducti

KEY WORDS: Nuclei; Laser; Morphometry; Hepatocyte.
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