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RESUMEN: Un total de 24 ratas hembras de 4 meses de vida con peso aproximado de 250 g recibieron una solucion de alcohol
40 % disuelto en agua lo cual derivo en una esteatosis alcohdlica multivesicular. A 12 de estas ratas esteatésicassiierialaplamdes
de laser infrarrojo con dosis de 8 Jfchurante 15 dias consecutivos. Posteriormente las ratas fueron sacrificadas y se extrajeron muestras
tanto de higado esteatdsico como del estimulado para enseguida ser procesadas para microscopia electrénica de tragpsamisiibos De h
esteatdsicos y esteatdsicos estimulados se obtuvieron microfotografias electrénicas de transmisién con aumentos fidaekde 9.50
cuales fueron sometidas a estudios morfométricos para determinar tanto el nimero de poros nucleares como de fraccidcees volumétr
de los siguientes componentes celulares: Areas celular y nuclear, fracciones volumétricas de nacleos y nucléolos, emwtiederocr
De igual manera se determing la relacion nucleo-citoplasmética de ambos tipos celulares. Del andlisis de los resulesiieatdse h
alcohdlicos y alcohdlicos estimulados se visualiza que existen notables diferencias en todos los componentes celutage< Bamtifi
concluye que los efectos de la estimulacion con lasr infrarrojo provoca en los hepatocitos una drastica transformatidestrustuuh
y en su morfologia, situacién que se traduciria, por ende, en una variacion funcional, representando de esta manaue diafacto q
estimulacién provoca en los hepatocitos.
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INTRODUCCION

La patologia referida como higado graso es la mésnsumo exacerbado de toxinas como etanol y tetracloruro
frecuente de las afecciones conocidas como esteatosis, detéarbono (Day & Yeaman, 1994), existiendo también di-
caracterizada por la deposicion anormal de lipidos tanto egrsos factores de riesgo asociado a la afeccion tales como
los espacios interticiales del higado como en los citoplasnaiabetes mellitus (Arayet al, 2006), mal nutricién proteica
de los hepatocitos, revelando anormalidad en los proce¢@snde Marteét al, 1993), hipertension (Brokes & Cooper,
de sintesis y eliminacion de triglicéridos (Iskedkl, 1991). 2007), obesidad (Saadeh, 2007) y anoxia (Cottaal.,

1998). De igual manera Dayal (1993) sugieren interven-

Dichos lipidos se acumulan formando vesiculas quidn de factores genéticos en el desarrollo de esta patologia.
cuando son de mayor tamafio rodean al ndcleo desplazandolo
hacia la periferia celular pegado a la membrana plasmatica,  Asi mismo, la expresion alterada en los hepatocitos
generando asi la denominada esteatosis macrovesicular.d@®proteinas/enzimas involucradas en la oxidacién de aci-
el contrario, si el lipido se estructura en pequefias gotas oduas grasos asi como de las constitutivas de peroxisomas, se
pando distintas areas del citoplasma se produce la esteatrsiduciria en la acumulacion de triglicéridos hepaticos
microvesicular (Arakawat al, 1985). (Rehnmarket al, 1998). Por otra parte, modificaciones en

la morfologia tanto de la matriz como el aumento en los

Se ha demostrado que la etiologia de la esteatosisig#metros de la membrana interna mitocondrial, sugieren
relaciona con componentes metabolicos y nutricionalégsminucién en los mecanismos de beta oxidacion de Aci-
(Alpers & Isselbacher, 1975), farmacolégicos generalmedes grasos y generacion de esteatosis microvesicular (Santer
te provocado por antibidticos y mayoritariamente con ugt al, 1990).
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Es objetivo fundamental del presente trabajtes se micrografiaron hepatocitos irradiados con distintas dosis
visualizar las diferencias morfolégicas, de volumen y de nden un aumento final de hasta 9.500 X.
mero que se puedan establecer mediante la microscopia elec-
trénica de transmision y técnicas morfométricas, comparando  Para la evaluacion de las fracciones volumétricas de
tanto las areas y fracciones volumétricas de estructuras tos componentes celulares, fue sobrepuesto un reticulo de
cleares como de nimero de poros nucleares de hepatocpostos sobre las microfotografias electrénicas y se procedié
esteatdsicos y esteatdsicos estimulados con LIR. De igahtonteo diferencial de los puntos que incidian sobre los per-
manera se cuantifico la relacion nucleo-citoplasmaticay ddes de los componentes, calculandose la fraccién volumétrica

lular de ambos hepatocitos. gue ellos ocupan, mediante la siguiente ecuacion (Weibel,
1969), donde:
En la medida que se cuantifiquen y comparen a nivel Pi
ultraestructural estos parametros en estos tipos celulares, se Fv=—
podria determinar las variaciones en la funcionalidad que Pt
adquieren sobre todo aquellos que contienen las infiltraciones
lipidicas. Fv = Fraccién volumétrica del componente celular.

Pi = Puntos incidentes sobre el componente en estudio.
Pt = Puntos totales incidentes en la célula estudiada.
MATERIALY METODO
Todos los datos cuantitativos obtenidos fueron someti-
dos a la prueba de Wilcoxon para muestras no paramétricas
Un total de 24 ratas hembras de 4 meses de vida amtableciendo diferencias con un valor de Z= 2,023 y un p=
peso aproximado de 250 g recibieron una solucién de al@©43 indicando entonces que existen diferencias significati-
hol 40 % disuelto en agua lo cual derivé en una esteatos#s entre ellos.
alcohdlica multivesicular. A 12 de estas ratas esteatdsicas se
le aplicé estimulaciones de laser infrarrojo con dosis de 8 J/
cn? durante 15 d consecutivos. RESULTADOS

Posteriormente las ratas fueron sacrificadas y se ex-
trajeron muestras tanto de higado esteatdésico como del La microscopia electronica de transmision utilizada en
esteatdsico estimulado con LIR para enseguida ser procasgestro estudio muestra la morfologia de hepatocitos afecta-
das para microscopia electrénica de transmisién dondeas con esteatosis microvesicular y de los esteatdsicos estimu-
las muestras se le adicion6 una solucion de glutaraldehidia@os con LIR, detallandose en ellos la ultraestructura de sus
% en tampon fosfato 0,15 M, pH 7,2 y se mantuvo a tempasmponentes nucleares, evidenciados en las Figuras 1y 2 res-
ratura ambiente por 2 h. Luego, fueron sometidas a un lap&ctivamente y que generan los siguientes datos morfométricos
do en solucién de 6 g de NaCl y 73 g de sacarosa, disuédte cuales se consignan en las Tablas Il y
en un litro de agua destilada.

La post-fijacion se realizd con tetroxido de osmio Tabla 1. Nimero de poros nucleares cuantifica-
1 % disuelto en la solucion antes descrita durante una hora  dos unidireccionalmente en hepatocitos de rata
a 40 °C y acetato de uranilo 0,5 % por 18 h. Luego de esteatdsicos y esteatésicos estimulados con LIR.

lavado el material fue deshidratado en concentraciones Hepatocito Nimero Poros Nucleares
crecientes de acetona (30 a 100%) e incluido en Araldita Esteatésico 15
6005. Se obtuvieron cortes ultrafinos de aproximadamen- Esteatdsico Lir 35

te 70 nm de grosor los que fueron tratados con acetato de
uranilo 2 % durante 40 min y citrato de plomo 0,5 % por

10 min. Tabla 1. Areas celulares y nucleares expresadas’ @emenecientes

) ) tanto a hepatocitos de rata esteatdsicos. y esteatdsicos estimulados
Las muestras fueron finalmente estudiadas gsn LIR.

microfotografiadas en un microscopio electrénico Phillips Hepatocito Hepatocito
EM 300. Esteatésico estimulado LIR
Andlisis estadisticoA partir de los blogues para microscopia /§rea Celular 249 434
electrénica fueron obtenidos cortes ultrafinos desde los cua@rea Nuclear 43 55
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F|g 1. Mlcrofotografla electronlca que muestra la morfolog
ultraestructural de los componentes nucleares de hepatocij
esteatdsicos estimulados con laser infrarrojo (LIR). ‘

Fig. 2. Mlcrofotograﬂa electronlca que muestra la morfologla
Tabla lll. Fracciones volumétricas expresadas en porcentaje corrgffaestructural de los componentes nucleares de hepatocitos afec-
pondiente tanto a eu y heterocromatina como nucleélos evaluadadaos con esteatosis microvesicular.
hepatocitos de rata esteatdsicos y esteatdsicos estimulados con LIR

Hepatocito Hepatocito
esteatosico estimulado LIR Este hallazgo habia sido ya demostrado pero solo
. producto de la microscopia optica por Cornejaal,
H 2 . . . o
EES;?;:?:::“M 9827; 7; Z" (2010) en esa oportunidad intentado precisar las dosis 6p-
(9 (%) . . .
Nucléolo 16 % 10% timas para lograr una mayor actividad celular.

De igual manera, este resultado coincide con los
DISCUSION obtenidos por Zhangt al (2003) cuando irradiaba con
LIR fibroblastos humanos resultando en la expresion de
numerosos genes que regulan importantes funciones celu-
El andlisis de los resultados obtenidos evidencia gleres como la proliferacion, la apoptosis, las propiedades
el efecto de las emisiones infrarrojas sobre hepatocitosaggioxidantes y el metabolismo energético.
capaz de generar notables cambios en su ultraestructura y
por ende en su funcionalidad. En este contexto se visualiza  En este mismo sentido, los estudios de Ehrenhofer-
claramente que producto de las citadas estimulacioneshMgrray (2004) precisan que las estimulaciones infrarrojas
genera un aumento en el area nuclear de los hepatocfiodvocan cambios determinantes en la estructura de la
gue equivale a 12 cromatina, especialmente en la eucromatina, situacion que
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desncadena hiperplasia de los componentes nucleareSORNEJO, R.: GARRIDO, O. & JARAMILLO, R. Nuclear
una elevada actividad celular. morphometric of the steatotic hepatocytes and stimulated steatotisc
with infrared lasennt. J. Morphol., 34(1B71-374, 2016.
Claramente existe un notable incremento en el area
celular de los hepatocitos estimulados que corresponde a  SUMMARY: Atotal of 24 female rats, aged 4 months and
185 nt aumento que podria ser generado producto de py@_lghlng approximately 250 g and they given a solution of 40 %

cesos de sintesis citoplasmatica como de mecanismo&gane! dissolved in water, leading to alcoholic multivesicular
steatosis and 12 of rats was given and infrared laser with dose of 8

transporte de sustancias hacia el citoplasma que Provosse during 15 d. The rats were then killed and samples of steatosis

rian un incremento de la masa citosélica y por ende Yy stimulated and were taken and processed for examination by
mayor volumen celular (Lodistt al, 2002). transmission electron microscope. Transmission electron
microscope microphotographs steatotic hepatocytes and stimulated
En la perspectiva del andlisis cuantitativo de losteatotic were obtained with final magnification of 9,500 X. They
poros nucleares evidentemente se observa una granweie subjected to morphometric studies to determine the number
riacién en los hepatocitos estimulados con respecto a fhguclear pores and volumetric fractions and areas the fqllowing
sin activacion, donde se duplica el namero de ellos, gpmponents: cellular and nuclear area, volumetric fractions of

tuacién que de alguna forma ilustra relativo a un flmci([)1ycleus, nucleolus, eu and he_terochromatl_n, nucleocytoplamic ratio
. , of each cell type was determined. Analysis of the results between
namiento desarrollado de transporte nucle

. e 0e_flcoholic hepatocytes and stimulate alcoholic shows that noticeable
citoplasmatico intenso, este resultado nuestro se relaGiiferences exist in all the cell components quantified. It is

na positivamente con los comunicados por Schragtderconcluded that the effects of the stimuli of laser infrared provoke
al. (2007) quienes en estudios sobre efectos de LIR ianhe hepatocytes, a drastic transformation of their ultrastructure
fibroblastos describe una gran actividad en el transposied morphology. This finally leads to functional variations,
entre citoplasma ynucleo lo que se traduce en una activepresenting the effects produced by this stimulate in the
cién en la expresion y transcripcién génica para la sinfepatocytes.

sis de metaloproteasas, proteina componente de la ma-

triz extracelular. KEY WORDS: Steatosis; Laser; Morphometry;

Hepatocytes.
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