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RESUMEN: Higados de ratas Sprague Dawley fueron irradiados con dosis diarias dédnditeta por el laser AsGa equiva-
lente a 904 nm durante 15 dias De estos animales previamente anestesiados fueron sacrificados transcurridos 5, 10, 30, 45y 60 dias pos
irradiacién para posteriormente obtener quirdrgicamente muestras de higado y ser procesadas para microscopia electronica de transmi-
sién, aplicando técnicas morfométricas utilizando aumentos de 8.500 X con especial énfasis en cuantificar fracciones volumétricas de
componentes celulares con el objetivo de precisar la duracion de las estimulaciones infrarrojas. El analisis de los resultados entre hepatocitos
controles e irradiados con dosis de 6 dfgtempo de estimulacion infrarroja revela que existen marcadas diferencias entre las fraccio-
nes volumétricas de componentes celulares determinantes de funcionalidad celular e involucrados en sintesis proteica, cuantificacion
gue demuestra claramente que el efecto del laser infrarrojo persiste hasta los 30 dias post estimulacion, evidenciandose modificaciones
de organelos que revelan alta funcionalidad, mientras que sobre este tiempo es observada una notable inhibicion de dicha funcionalidad,
concluyéndose entonces que los efectos de radiacion infrarroja persisten en tiempos precisos provocando en los hepatocitos una drastic:
transformacion en sus componentes y por ende en su funcionalidad. en estas células de elevado metabolismo.
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INTRODUCCION

Es ya de publico conocimiento que gracias a la Ma&ivel celular una acentuada sintesis proteica (Hawéins
dicina Fisica se han instaurado un conjunto de técnicas paka2006; Sim&est al., 2009), de DNA (Zhanet al, 2003;
lograr una mejor rehabilitacién del paciente puesto que &aru, 2008 ), de ATP mitocondrial (Butow & Avadhani,
los afios 80 se comenz6 su uso logrando éptimos resultad084; Schroeder et.alR007) y de colageno (Pereira et al
en los tratamientos relativos a procesos de cicatrizacion, pp802; Cornejo et al2009a), como asi mismo modulando la
blemas musculo-esqueléticos y consolidacion de fracturgsoliferacion celular, concentraciones de calcio citosélico

(Krizaj & Copenhagen, 2002; Lavi et al., 2003) y la activi-

Por tanto estamos en presencia de una terapia @ad de variadas enzimas (Ciegltal., 1995; Kao & Sheen,
laser infrarrojo de baja potencia que ofrece una posibilid2003).
estéril, indolora, sin cirugia y libre de drogas para el trata-
miento de lesiones que incluyen heridas, fracturas, enfer-  Es un hecho concreto que en forma creciente se re-
medades neuroldgicas, dermatoldgicas y dolorosas de papilan mas antecedentes y conocimientos relativos al rol
cientes en general (Millist al., 2004). gue ejercen las estimulaciones derivadas del laser infrarrojo

sobre los componentes subcelulares y que son capaces de

En este sentido, el uso de las emisiones infrarrojgenerar modificaciones de estos organelos dando origen a
generadas por el diodo laser Arsenurio de Galio (modelariaciones en la funcionalidad de células y por ende a de-
CEC IR 10, Argentina) induce un sostenido alivio en unt@rminados tejidos. Igualmente, resultado de las diferentes
gran gama de lesiones y afecciones articulares basado eimsgastigaciones se posee informacion certera relativa a las
eficaz accion analgésica (Novosel®tal, 2006; Castafio dosis 6ptimas con las cuales se consigue generar tanto una
et al.,2007), antiinflamatoria (Fikackova et,@2006) y ci- notable activacion como una notoria inhibicién de la fun-
catrizante (Reddgt al., 2004; Kreisleet al,, 2003), como a cion celular, sin embargo, contintia faltando determinar cuan-
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to es el tiempo durante el cual permanece activa pantos sobre las microfotografias electrénicas y se proce-
estimulacion infrarroja en células de alto metabolismo conuldd al conteo diferencial de los puntos que incidian sobre
por ejemplo el hepatocito. Por tanto, parecié importante rdas perfiles de los componentes, calculandose la fraccion
lizar un estudio relativo a develar mediante un analisis cuarelumétrica que ellos ocupan, mediante la siguiente ecua-
titativo de microfotografias electrénicas con datos obtergion Weibel (1969)
dos de analisis morfométricos ultraestructurales como y
cuanto persisten los efectos de estas estimulaciones
infrarrojas que generan variaciones en los volimenes de
componentes celulares y que determinan una cierta funcién
celular Junqueira & Salles (1975). Donde:
Fv = Fraccion volumétrica del componente celular.

En base a lo planteado, el objetivo fundamental d& = Puntos incidentes sobre el componente en estudio.
este trabajo consiste en precisar el tiempo de persisterieta= Puntos totales incidentes en la célula estudiada.
de los efectos de las estimulaciones infrarrojas describien-
do las respuestas celulares a nivel ultraestructural, reladi@s resultados morfométricos cuantitativos obtenidos fue-
nando estructuras celulares asociados a sintesis proteicaoensometidos a un analisis mediante el paquete estadistico
hepatocitos de ratas irradiados con dosis infrarrojas de BFSS version 17.0 para Windows (SPSS Inc, Chicago IL,
c? por espacio de 15 dias consecutivos y sacrificadas a l4SA) realizando un analisis descriptivo e inferencial con

_Pi

Fv=—
Pt

5, 10, 30, 45y 60 dias post irradiacion. la Prueba T para muestras pareadas (p=0,05).
MATERIAL Y METODO RESULTADOS
A partir de higados de ratas irradiados mediante la- En este estudio, los hepatocitos fueron irradiados con

ser infrarrojo con dosis de 6 Joules/cm2 por espacio de désis infrarrojas correspondiente a 6 Joules/gnposte-
dias consecutivos, fueron obtenidas muestras de animaiesmente sacrificados a los 5, 10, 30, 45 y 60 dias post
sacrificados a los 5, 10, 30, 45, y 60 dias post irradiaciéreatimulaciéon, y analizados en este estudio mediante
las cuales se le adiciond solucion de glutaraldehido 2% macroscopia electronica de transmision cuantificandose en
tampon fosfato 0,2 M, pH 7,2 y se mantuvo a temperatucada uno de ellos (mas un control sin irradiar), las fraccio-
ambiente por 2 horas. Posteriormente, fueron sometidases volumétricas expresadas en porcentaje correspondiente
un lavado en la misma solucién del buffer. a estructuras celulares tales como: citoplasma, nucleo,
mitocondrias, reticulo endoplasmatico rugoso (RER), gra-
La post-fijacion se realiz6 con tetroxido de osmio 1%ulos de glicégeno, eu y heterocromatina, situacién que se
disuelto en la solucion antes descrita durante dos horas aldScribe en la Tabla I.
C. Luego de lavado el material fue deshidratado en concen-
traciones crecientes de acetona (30 a 100%) e incluido en Interpretando los datos numéricos obtenidos de los
Araldita 6005. Se obtuvieron cortes ultrafinos de aproximanalisis morfométricos cuantificando los componentes ce-
damente 70 nm de grosor los que fueron montados en grillakres presentados en la Tabla | correspondiente a los
de cobre descubiertas tefiidas con acetato de uranilo 2% ldepatocitos evidenciados en las Figuras 1, 2 y 3, es posible
rante 5 minutos y citrato de plomo 0,5% por 10 minutos. determinar las siguientes precisiones:

Las muestras fueron finalmente estudiadas ¥.- Enrelacion a las fracciones volumétricas correspondiente
microfotografiadas en un microscopio electrénico Hitacha las mitocondrias y el RER, ambos componentes directa-
H-700. mente ligados a sintesis proteica y por ende a funcion celu-

lar se observa en forma creciente que sus mayores volume-
Método Estereoldgico A partir de los bloques paranes se sitian en el dia 30 post-irradiacion.
microscopia electronica fueron obtenidos cortes ultrafinos
desde los cuales se micrografiaron hepatocitos irradiads En este mismo contexto, la notable y paulatina disminu-
con dosis de 6 J/cheon un aumento final de 8.500 X. cion en la fraccion volumétrica correspondiente a la inclu-
sion de granulos de glicogeno obtenida igualmente al dia 30

Para la evaluacion de las fracciones volumétricas gest-irradiacion argumenta en el sentido de una mayor acti-

los componentes celulares, fue sobrepuesto un reticulovitéad celular.
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Tabla I. Persistencia de la irradiacién infrarroja 6 3mhepatocitos de rata. Fracciones volumétricas expresadas en
porcentaje pertenecientes a los diferentes componentes celulares de hepatocitos de rata control e irradiados con dosis
infrarrojas de 6 J/cfry sacrificados en dia 5, 10, 30, 45 y 60 post estimulacion.

Fracciones Hepatocito 5 dias post 10diasspost 30diasspost  45diaspost 60 dias post
volumétricas normal irradiacion irradiacion irradiaci 6n irradiacion irradiacion
Citoplasma 83 84 88 81 20 89
Nudeo 16 17 12 18 10 11
Mitocondrias 14 15 20 23 15 14
RER 9 11 12 13 5 7
Glicégeno 16 9 7 2 18 12
Eucromatina 57 69 73 76 54 55
Heterocromati na 43 31 27 24 46 25

Fig. 1. Microfotografia electronica de transmision correskig. 2. Microfotografia electronica de transmision perteneciente a
pondiente a hepatocito de rata normal —control. 8500 X.hepatocito de rata 30 dias post estimulacion con dosis de laser infrarrojo
equivalente a 6 J/cm2. 8.500 X

3.- De igual manera, observando las fraccionesmlumétricas correspondiente a los componentes celulares de
volumétricas de eucromatina se concluye que al digpatocitos estimulados a 45 y 60 dias post-irradiacion se conclu-
30 post-irradiacion se consigue su mayor valor, situge que estos volimenes indican una drastica disminucion en la
cién que apunta a mantener una elevada tasa de agtividad celular.
presién génica en esta célula.
Por lo tanto, en consideracion a los datos derivados de la

4.- Ademas, considerando el 18% correspondienterabrfometria cuantificAndose las fracciones volumétricas de los
volumen nuclear precisado al dia 30 post-irradiacicdcomponentes celulares involucrados en sintesis proteica es posi-
se puede interpretar como sinénimo de elevada adtie argumentar que las estimulaciones infrarrojas persisten aun
vidad nuclear tanto de replicacién como relativo @asta el dia 30 post-irradiacion, situacion en la cual claramente
transcripcion del material genético. los hepatocitos adquieren un notable incremento en su

funcionalidad, producto de las estimulaciones generadas por el
5.- Por otra parte, observadas las fracciond&ser infrarrojo.
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. _ ¥ ; J replicacion y transcripciéon del DNA y por légica
DR &l X consecuencia en un aumento tanto de la expresion
¥ ' ; génica como de una creciente actividad en la sin-
tesis proteica y de la funcionalidad del hepatocito.
.. Estos resultados son coincidentes con los descri-
tos por distintos investigadores, asi Baibekbv
al. (1992) los cuales evidencian incremento en los
volumenes tanto nucleares como nucleolares, igual-
mente Marquest al (2004) idénticos hallazgos
en fibroblastos, Koutnat al. (2003) comunican-
do activa sintesis de RNA producto de activa trans-
%< cripcién y Tamiettet al. (2007) quienes informan
: ademas de una acentuada condensacion de la
i cromatina.

Del mismo modo, aun en relacién al com-
partimento nuclear este hepatocito cuantificado a
los 30 dias post estimulacion presenta una frac-
ciéon volumétrica de 76 por ciento en su
eucromatina, es decir, el maximo valor y/o valor
Optimo que indicaria claramente junto con los re-
sultados anteriores que la expresién génicay la sin-
tesis proteica alcanza su mayor expresion (Corne-
jo et al, 2009b).

En directa concordancia con estos hallaz-

- - '. : PR, : : gos morfométricos y considerando ahora volume-
Fig. 3. Microfotografia electronica de transmision correspondiente Res de componentes citoplasmaticos directamente
hepatocito de rata 45 dias post estimulacion con dosis de laser infrarrPé?acionados con sintesis proteica observados en

equivalente a 6 J/cin8.500 X. . . R . .
estos 30 dias post irradiacion infrarroja, adquieren
en forma creciente su mayor volumen tanto mitocondrias

) como el RER, directamente relacionados con la activa per-
DISCUSION sistencia de los efectos de estas estimulaciones, hallazgos
concordantes con los enunciados por Hrazdira & Mornstein
El analisis de los resultados morfométricos obten{2001), Koutna et aly Gavishet al(2004).
dos evidencia que el efecto de una determinada y éptima
dosis de estimulaciones con laser infrarrojo sobre Paralelamente es preciso considerar que los volime-
hepatocitos de rata generan notables variaciones en los caes de glicogeno en estos 30 dias post irradiacion disminu-
ponentes celulares tanto nucleares como citosolicos los cyen constante y drasticamente indicando una constante de-
les provocan légicas modificaciones a nivel morfolégicqyradacion a glucosas citoplasmaticas para realizar procesos
ultraestructural y naturalmente de funcionalidad celular. de glicolisis y posterior sintesis de ATP mitocondrial, obte-
niendo la energia necesaria para la correspondiente sintesis
De igual modo y tomando como base los volimete proteinas. Estos resultados son semejantes a los enuncia-
nes de componentes celulares aqui presentados se dese@depor Kao & Sheen y Hawkins & Abrahamse, los cuales
con claridad que en lo relativo al tiempo de duracion o pafemuestran que estas estimulaciones infrarrojas generan en

sistencia de los efectos de las estimulaciones infrarrojas ell@satocitos de rata un notable incremento en la sintesis
se mantiene hasta los 30 dias luego de efectuada dighgteica.
estimulacion.

De acuerdo a los hechos descritos aparece claramen-
En este contexto, a nivel del compartimento nucleg demostrado que los efectos de las estimulaciones
esta dosis de estimulacion infrarroja mantiene sus efecigfarrojas permanecen hasta los 30 dias post irradiacién
los cuales se traducen en un ligero aumento de su volumggnde se logra el 6ptimo de actividad celular y del mismo
situacion que se interpreta como un aumento en la tasanglédo puede apreciarse que sobre este lapso de tiempo (45 y
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90 dias) los volumenes de los constituyentes celulares indi-  En base a todo lo anteriormente expresado es posi-
can una notable disminucién tanto en los procesos celulabds concluir que el presente trabajo describe con claridad
y por consecuencia en la funcionalidad del hepatocito. Bdss efectos generados por las emisiones infrarrojas equiva-
te en este sentido apreciar a nivel citosolico la disminucidente a dosis de 6 J/cm2 sobre componentes celulares de
de los volumenes correspondiente tanto a mitocondriaspatocitos con la cual se logra una notable actividad de la
como del RER y un considerable aumento en el volumen fimcion de esta célula y en este mismo contexto se precisa
glicgeno, mientras que a nivel nuclear una drastica dismjue dichas estimulaciones infrarrojas se mantienen activas
nucién de su volumen como de la eucromatina, todo lo cymdr hasta 30 dias post irradiacion.

se traduce en una creciente inhibicién de la 6ptima

funcionalidad celular generada por las estimulaciones

infrarrojas de 6 J/cm2 mantenida hasta el dia 30 post irldlsRADECIMIENTOS , Este trabajo es el resultado de las
diacién y donde posteriormente el hepatocito retoma aatividades de investigacion realizadas en el proyecto DI-
funcionalidad normal (Cornegt al., 2009b). UFRO 10-102.
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SUMMARY: Livers of Sprague Dawley rats were irradiated with daily doses of 6 éfuoitted by a laser AsGa, equivalent to
904 nm during 15 days. Experiment animals were anaesthetised and killed after 5, 10, 30, 45 and 60 days post irradiation, in order to
obtain samples of liver by surgery. These were processed for transmission electron microscopy, and morphometric techniques were
applied using 8,500 X magnification with special emphasis on measuring the volumetric fractions of cell components in order to deter-
mine the duration of infrared stimulation. Analysis of the results between control hepatocytes and those irradiated with dosés of 6 J/cm
and by period after infra-red stimulation revealed the existence of marked differences between the volumetric fractions of cell components
which determine cell function or are involved in protein synthesis. The measurements show clearly that the effect of the infrared laser
persists up to 30 days post stimulation, with evidence of modifications of organelles revealing high functioning, while after 30 days a
notable inhibition of this functioning is observed. It is therefore concluded that the effects of infrared radiation persist for precise times,
provoking a drastic transformation in hepatocyte components, and thus the functioning of these high-metabolism cells.

KEY WORDS: Infrared laser; Hepatocytes; Morphometry; Rats.
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