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A. RESUMEN

Palabras clave: unidad pilosebacea- epidermis- tripsina

En la epidermis del bovino se encuentran lipidos intercelulares a nivel del estrato
corneo que desempefan un papel importante como barrera hidrofdbica. Esta barrera
debera transformarse para permitir el paso de enzimas depilatorias hacia la unidad
pilosebacea y lamina basal. A su vez las enzimas no deben alterar el colageno
determinante de la calidad del cuero.

El objetivo de este estudio fue vulnerar la epidermis de piel de bovino utilizando
distintos tratamientos previos a la aplicacion de la enzima. Se utilizaron tensioactivos
y sulfito de sodio como pretratamiento y posteriormente tratamiento con tripsina. El
control fue tratado con buffer bicarbonato de sodio.

Se realizaron técnicas histologicas, microscopia electronica de transmision, difusion
de colorantes y espectroscopia.

Los tratamientos generaron cambios de diferente intensidad en la morfologia de la
piel bovina y en la permeabilidad de esta a los colorantes.

Con microscopia electronica de transmision se observd pérdida de desmosomas
que obedecerian al efecto de la tripsina. La lamina basal permanecié luego de los
tratamientos, esto podria relacionarse con el tiempo de exposicidén a la enzima. El
pretratamiento con sulfito generé desorganizacion fibrilar del colageno, separacion
dermis epidermis y aumento en la difusion de colorantes. El sulfito cuando se
combina con otros reactivos disminuye su efecto. Las técnicas estadisticas

aplicadas en el analisis espectroscoépico de los lipidos ubicados en los estratos



superficiales de la epidermis demostraron que no fueron alterados por el

tratamiento con terpenos.



B. SUMMARY

Hair saving enzymatic unhairing process: Mechanical and chemical epidermis injury

to increase diffusion.

Key Words: Pilosebaceous unit- epidermis- trypsin-

In bovine skin the main barrier for substances is located in the upper layer, stratum
corneum, where intercellular lipids play a crucial role as hydrophobic barrier. This
barrier must be transformed to allow enzymes reach the pilosebaceous unit and
basal lamina without collagen damage. In the present study in bovine epidermis,
surfactants and sodium sulphite where employed as pretreatment before trypsin.
Bicarbonate buffer was used as control. Samples where analyzed with histological
techniques, transmission electron microscopy, stain diffusion and spectroscopy. Skin
morphology and stain permeability changed after the treatments. Loss of
desmosomes observed with TEM could be consequence of trypsin. Persistence of
the basal lamina after trypsin could be associated with the period of time used to
study enzyme activity. Sulphite pretreatment caused disorganization of collagen
fibrils, dermis -epidermis separation and increased stain diffusion. Also when
sulphite was combined with reagents its effect decreased. Statistical studies applied
in vibrational spectra of  stratum corneum lipids demonstrate no alteration by

terpenes.



C. INTRODUCCION

C.1. La piel

La piel es el 6rgano mas extenso del cuerpo. Representa la barrera anatomica y
fisiolégica entre el animal y el ambiente. Actua en la termorregulacion mediante
mecanismos de disipacion del calor a través de la sudoracion y la vasodilatacion o por
aislamiento térmico gracias al paniculo adiposo y el pelaje. La piel también participa en
la recepcion de estimulos a través de receptores, en la sintesis de vitamina D3 y en el
almacenamiento de lipidos. Por ultimo, representa un eslabon importante en la
respuesta inmunoldgica frente a antigenos que entran en contacto con el organismo

desde el exterior (1, 2,3).

C.1.1.Epidermis

La epidermis es la capa mas externa de la piel, es un epitelio escamoso estratificado
cornificado. El grosor de la epidermis varia con su localizacién. En las regiones
donde hay una densa cubierta protectora de pelos la epidermis es delgada, pero en
la piel desnuda como la de las uniones mucocutaneas, es mas gruesa. En las
almohadillas plantares, en las que hay una accién de desgaste considerable, la

capa mas superficial de la epidermis, el estrato corneo, se halla engrosado (3).



Las células de la epidermis se dividen en queratinocitos y no queratinocitos.

A los queratinocitos se los reconoce formando cinco estratos en distintos estados de
diferenciaciéon. Desde basal hacia apical, observamos primero las células en division
del estrato basal, seguido por el estrato espinoso, el estrato granuloso, el estrato
lucido, presente solo en las regiones donde la piel es mas gruesa, y el estrato
corneo con los queratinocitos diferenciados anucleados (corneocitos).Los
queratinocitos se sujetan a la lamina basal por hemidesmosomas y entre ellos estan
unidos por desmosomas.

En los epitelios estratificados como la epidermis, unicamente las células basales se
encuentran unidas a la lamina basal. A su vez, estas células son las unicas
mitéticamente activas, son las que reemplazan la pérdida de células superficiales
del estrato mas superficial.

Los no queratinocitos incluyen melanocitos (productores de melanina), células de
Langerhans (células dendriticas presentadoras de antigenos que ademas regulan
la proliferacion de queratinocitos) vy células de Merkel, estas ultimas estan
ubicadas en la region basal, cumplen funciones de receptores y responden a

estimulos sensoriales del sistema nervioso periférico (4).

C.1.1.a. Queratinocitos

Como ya se mencion6é estas células se diferencian durante su vida y al ir
modificandose van ocupando posiciones mas apicales. Las transformaciones que
se producen a lo largo de la diferenciacion de los queratinocitos son las siguientes:

e Disminucion de la actividad mitética.



e Aumento y disminucion de volumen.

e Aplanamiento.

e Sintesis de enzimas y lipidos estructurales.
e Formacién de nuevas organelas.

e Lisis de proteinas y organelas.

El estrato basal se distingue facilmente, esta formado por una Unica capa de células
cubicas de nucleo grande en relacién al tamafo celular, que descansa sobre la
lamina basal. El citoplasma es intensamente baséfilo. Estas células son
mitéticamente activas y reemplazan la pérdida de células superficiales. Las células
del estrato basal se mantienen unidas entre si por desmosomas y a la lamina basal
por hemidesmosomas. Desde estos desmosomas y hemidesmosomas parten
tonofibrillas que ocupan gran parte del citoplasma, estas tonofibrillas estan
compuestas por filamentos intermedios del grupo de la queratina que forman parte
del citoesqueleto.

El control del crecimiento y la diferenciacion de los queratinocitos es un tema
complejo que todavia no se conoce en su totalidad. Si se sabe que la proliferacién y
la diferenciacion son procesos excluyentes, que no pueden tener lugar de manera
simultanea en la misma célula (1, 5,6).

A medida que se van generando, las células del estrato basal ascienden hacia el
estrato espinoso compuesto por un numero variable de capas de queratinocitos con
un citoplasma menos basofilo. Estas células presentan su eje mayor paralelo a la
superficie del epitelio y un nucleo aplanado dispuesto en una direccion similar. La

denominacion tradicional de esta capa celular hace referencia a los desmosomas



que mantienen unidas a las células entre si. En esta localizacion los queratinocitos
ya estan sufriendo el proceso la diferenciacién que los llevara a transformarse en
escamas corneas. Apicalmente, se ubica el estrato granuloso caracterizado por la
presencia intracelular de granulos basofilicos conocidos como granulos de
queratohialina. Estos granulos se componen de profilagrina, proteina que se
transforma en filagrina y mantiene unidos los filamentos de queratina (1).

Ademas, unas organelas pequefias, ovoides, sintetizadas en los estratos espinoso
y granuloso  se ubican cerca de la membrana celular de estas células y llegan a
ocupar hasta el 15% de su volumen. Son los cuerpos laminares a partir de los que
se liberan por exocitosis los lipidos intercelulares (5,6). Segun Bowstra (7) frente a
cierto tipo de senal, posiblemente el aumento en la concentracion de calcio, estos
cuerpos se trasladan hacia la periferia de las células granulares mas superficiales y
se fusionan con la membrana plasmatica para secretar su contenido por exocitosis
en los espacios intercelulares. Estos lipidos continuan modificandose vy
organizandose en laminas intercelulares, orientadas en forma paralela a la superficie
celular. Luego de la extrusion en la interfase entre los estratos granuloso y cérneo,
los precursores lipidicos polares son transformados por enzimas en productos no
polares y ensamblados en estructuras laminares que rodean a los corneocitos. Esta
capa lipidica se compone de ceramidas, acidos grasos y colesterol (8).

El cambio en la composicion lipidica y la morfologia celular culmina con la formacion
de una estructura densamente empaquetada en el estrato corneo: el sobre
cornificado. Debido a la impermeabilidad del sobre cornificado, la principal ruta de
penetracion se ubica entre los corneocitos. Mientras que en los estratos viables de la

epidermis las células se unen por desmosomas, en el estrato corneo los



desmosomas lentamente se desintegran y los corneocitos permanecen unidos por

los lipidos intercelulares (7,8).

C.1.1.b. Cornificacién

La cornificacion es la parte final del proceso de diferenciacion que ocurre cuando los
queratinocitos van desplazandose hacia estratos mas apicales. En esta etapa las
células pierden sus nucleos, se aplanan, descargan lipidos por exocitosis en el
espacio intercelular (estrato granuloso) y se llenan de filamentos de queratina dando
origen al estrato corneo (9). Este estrato forma una lamina continua de células ricas
en proteinas (corneocitos) embebidas en una matriz intercelular compuesta por
lipidos no polares organizados en laminas (6, 7,10).
En la cornificacion confluyen tres vias de sintesis bioquimica seguidas por el proceso
catabdlico de descamacion.
Las tres vias son:
e Sintesis y organizacion de los filamentos intermedios de queratina
e Sintesis y dispersion de la sustancia que mantiene unidas a las células
cornificadas.
e Formacion de un sobre cornificado que representa la region mas resistente del
estrato corneo e interconecta la matriz de queratina intracelular con el cemento

intercelular lipidico (5, 10,11).



C.1.1.c. Medios de union entre las células epiteliales

El analisis de las modificaciones que produce la difusién de sustancias a través de
la epidermis, exige conocer la organizacién de las estructuras que la componen vy el
modo en que se relacionan entre si.

El ensamblaje de distintos tejidos y su organizaciéon dentro de los érganos estan
determinados por interacciones moleculares a nivel celular.

Las células en los tejidos pueden adherirse directamente entre si. La adhesion
entre célula y célula ocurre a través de proteinas integrales de membrana
especializadas denominadas moléculas de adhesion celular: CAM.

A través de los dominios extracelulares las CAM median las interacciones adhesivas
entre células del mismo tipo (adhesion homotipica) o entre células de diferentes tipos
(adhesidén heterotipica). A su vez una CAM puede estar unida directamente a otra
CAM de la misma clase en una célula adyacente (unién homofila) o a una clase
distinta de CAM, unién heterdfila. Dentro de las CAM encontramos distintos grupos
de proteinas como las cadherinas, las lectinas, las integrinas y las moléculas de
adhesion de la superfamilia de las inmunoglobulinas.

Las CAM pueden distribuirse a lo largo de las membranas plasmaticas que
contactan con otras células o agruparse en regiones especializadas denominadas
uniones celulares o medios de unién. A su vez los dominios de las CAM orientados
hacia el citosol reclutan un grupo de proteinas adaptadoras multifuncionales que
actuan como conectores entre las CAM vy elementos del citoesqueleto. Por otra
parte existen moléculas de adhesion célula-matriz (como muchas integrinas) que

conectan a la célula con el entorno extracelular.
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Como las adhesiones intercelulares se asocian al citoesqueleto y las vias de
sefnalizacion, los alrededores de la célula influyen en su forma y sus propiedades
funcionales (efecto “externo-interno”) la conectividad y la comunicacién se relacionan
intimamente con las propiedades de las células en los tejidos.

Estas uniones cumplen funciones especiales al impartir fuerza y rigidez a un tejido,
transmitir informacién entre el espacio extracelular y el espacio intracelular, controlar
el pasaje de iones y moléculas a través de las capas celulares y servir como
conductos para el movimiento de iones y moléculas desde el citoplasma de una
célula a su célula vecina.

Entre las numerosas variables que determinan la naturaleza de la adhesién entre
dos células se encuentran:

e la afinidad de unidn de las moléculas interactuantes (propiedades
termodinamicas) ,

e las velocidades de “encendido-apagado “ de las asociaciones 'y
disociaciones para cada molécula (propiedades cinéticas);

e la distribucion espacial (agrupacion, alta o baja densidad )de las moléculas
de adhesién(geometria molecular) ,

e los estados activos e inactivos con respecto a la adhesidén (propiedades
bioquimicas) y las fuerzas externas como el flujo laminar o turbulento en las
células del sistema circulatorio (propiedades mecanicas) (12,13).

Es posible reconocer tres tipos principales de uniones celulares; uniones de anclaje,
uniones oclusivas o estrechas y uniones de hendidura. En general estos medios de
union poseen tres componentes:

1. proteinas adhesivas que conectan una célula a otra: CAM,
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2. proteinas adaptadoras que conectan las CAM con el citoesqueleto

3. los filamentos del citoesqueleto.

La resistencia al estrés fisico de tejidos como el musculo cardiaco y la epidermis
depende de adhesiones fuertes entre las células; dadas por los desmosomas y
puntos de contacto similares a botones, denominados a veces, desmosomas
puntuales (14).
A su vez, los hemidesmosomas, en la superficie basal de las células epiteliales
anclan el epitelio a la matriz extracelular subyacente. Existen haces de filamentos
intermedios que recorren la superficie de la célula e interconectan los desmosomas
y los hemidesmosomas, lo que imparte forma vy rigidez a la célula.

Los desmosomas y los hemidesmosomas también transmiten fuerzas de friccion
desde una regién de una capa celular hasta el epitelio en su totalidad y proporcionan
rigidez a toda la capa celular. Este tipo de uniones son muy importantes para
mantener la integridad de la superficie epitelial.

Las principales moléculas de adhesion CAM que componen los desmosomas son
miembros de la familia de las cadherinas: desmocolina y desmogleina que poseen
dominios citosodlicos distintos a los de las cadherinas clasicas. Los dominios
citosolicos de las cadherinas desmosodmicas interactuan con proteinas adaptadoras

(placofilina y placoglobina) que forman las placas citoplasmaticas gruesas

caracteristicas de los desmosomas (12,13).
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Figura 1. Ultrjuestructura de un desmosoma citado junio 2012
tomada de: [Online] www.humpath.com

Cadherinas
(proteinas

transmembrana ) .
Placa proteica

citoplasmatica

AL 00 Bk |

e

Filamentos o
intermedios Espacioc
/ intercelular

Membrana plasmatica
de ceélulas adyacentes

Desmosoma

Figura 2. Esquema de la arquitectura molecular de un desmosoma. Tomado de

Alberts, 2005 (13).
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C.1.2.Lamina Basal

El término membrana basal hace referencia a una estructura que es detectable con
la microscopia éptica como una banda delgada y homogénea positiva a las técnicas
de PAS y de reticulina, entre otras. La microscopia electrénica revel6 que esta
formada por una lamina basal, secretada especialmente por el epitelio, y una lamina
reticular, formada por fibras reticulares originadas por los fibroblastos del tejido
conjuntivo

La lamina basal tiene como funciones principales: unir firmemente la epidermis a la
dermis, determinar la polaridad de la epidermis, permitir el pasaje selectivo de
sustancias entre la dermis y la epidermis, ofrecer una barrera contra la migracién
epidérmica hacia la dermis, pero a su vez permitir los movimientos celulares
epidérmicos en los procesos de reparacion de heridas. Al finalizar el armado de esta
lamina, cada célula epidérmica la reconoce como su superficie basal. La
estratificacion de la epidermis se produce con células en proliferacién adheridas a la
lamina basal y células hijas migrando hacia los estratos superiores (2, 3, 15, 16, 17).
Existe consenso para afirmar que la lamina basal influye en la diferenciacion de la
epidermis y mantiene el estado de proliferacién de la capa basal. En estado normal
previene el contacto directo de las células de la epidermis con la dermis. Contiene
estructuras uUnicas que la mantienen unida a la epidermis. A su vez, Ilos

componentes de este sistema complejo unen la red de filamentos intermedios
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intracelulares de los queratinocitos basales con la matriz extracelular de la dermis
papilar. La mayoria de los componentes de la lamina basal son sintetizados por las
células que reposan sobre ella. La arquitectura molecular de esta lamina consiste en
un reticulo bidimensional formado principalmente por colageno tipo IV, laminina y
entactina (nidogeno); esta ultima forma enlaces cruzados entre el colageno tipo IV y
la laminina y al mismo tiempo ayuda a incorporar otros componentes a la matriz
extracelular. También se encuentran proteoglicanos que interconectan a la matriz
extracelular con la superficie celular (12,13). La lamina basal a su vez se divide en
lamina lucida y lamina densa. La lamina densa se compone principalmente de
colageno tipo IV. La lamina lucida, ubicada entre el epitelio y la lamina densa forma
placas electrondensas que forman parte de los hemidesmosomas y contienen

principalmente integrina a6B4 y antigeno bulloso penfigoide (18).

C.1.3. Dermis

La dermis se compone de tejido conectivo con abundante vascularizacion e
inervacion. Sirve de soporte a la epidermis y se continia en profundidad con el tejido
subcutaneo. Su estructura es semejante a la de otros tejidos conectivos. Posee
sustancia fundamental compuesta por glicosaminoglucanos y proteoglicanos, fibras de
colageno y elasticas, fibroblastos, macrofagos y células cebadas .En menor

proporcion hay linfocitos, células plasmaticas, neutréfilos y eosinofilos (1).
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La gran cantidad de colageno confiere a la dermis fortaleza mecanica, factor
importante para su funcién protectora y base de la transformacion de la piel en
cuero.

Se reconocen en la dermis dos zonas o capas de limites poco precisos, la capa papilar
superficial que envia extensiones a la epidermis en forma de papilas y la reticular mas
profunda. La capa papilar se amolda al estrato basal y se compone de tejido conectivo
laxo. En las papilas se pueden ver asas capilares. Se encuentran también los
corpusculos de Meissner que son receptores tactiles y terminaciones nerviosas libres,
sensibles a la temperatura (2,19).

La capa reticular profunda es mas gruesa y densa. Contiene grandes haces de fibras
colagenas. Los foliculos pilosos, las glandulas sebaceas y sudoriparas, los vasos
sanguineos y linfaticos y los nervios se hallan situados en distintos niveles de la

dermis (1,2, 3,19).

C.1.4. Anexos Cutaneos

C.1.4.a. Pelo

Los pelos son estructuras flexibles queratinizadas producidas por el foliculo piloso. Es
posible representar al pelo en diferentes partes: la regién distal o libre, por encima de
la piel, es el eje o tallo del pelo. La parte fija en el interior del foliculo, es la raiz del
pelo que posee una protuberancia terminal, el bulbo, sujeto a la papila dérmica

(Fig.3).
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Queratina dura

Estrato corneo
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Epidermis

# Médula
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Vaina de teiido conectivo
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Figura 3.Representacidén esquematica de la estructura de la seccion longitudinal del
complejo pilosebaceo.
Modificado de: Histology Guide Faculty of Biological Sciences, University of Leeds.

October 2011 [Online]http://histology.leeds.ac.uk/skin/skin_layers.php..
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A su vez el tallo del pelo se compone de tres capas: una externa o cuticula, un cértex
o corteza de células queratinizadas y una médula de células cubicas o aplanadas.

La cuticula esta formada por una sola capa de células planas queratinizadas que se
superponen como un tejado con los bordes libres dirigidos hacia el extremo distal.

El cértex se compone de una capa densa y compacta de células queratinizadas con
sus ejes paralelos al eje del pelo. La médula forma la parte central del pelo. Esta
compuesta por células cubicas o aplanadas entre las que se encuentran vacuolas de
aire.

La forma de la superficie de las células cuticulares, al igual que la disposicién celular
de la médula, es caracteristica de cada especie y es utilizada con fines médico legales

2, 3, 19).

C.1.4.b.Foliculo Piloso

Los foliculos pilosos son invaginaciones tubulares de la epidermis alojadas en la
dermis. Por lo general se disponen en forma de angulo agudo con la base en forma
de bulbo orientada hacia la hipodermis (1,3) (Fig.3). La estructura histoldgica de los
foliculos es muy compleja, la integran varias capas de células que envuelven a la
raiz del pelo. Cerca de la raiz del pelo, la vaina mas interna es la vaina radicular
interna de la raiz que esta formada a su vez por la cuticula interna, la capa de Huxley

media y la capa de Henle externa.
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La cuticula de la vaina radicular interna estda formada por células cornificadas
superpuestas, similares a las del pelo, pero, en este caso, con los bordes orientados
hacia el bulbo. Esta disposicion es consecuencia de la fuerte implantacion de la raiz
en el foliculo.

La capa de Huxley esta formada por una a tres capas de células queratinizadas ricas
en granulos de tricohialina. La capa de Henle es la mas externa, estd compuesta de
una sola capa de células queratinizadas anucleadas. Al llegar a la desembocadura de
la glandula sebacea, la vaina interna se adelgaza y las células se funden y forman
parte de la secrecion sebacea.

La vaina radicular externa se extiende desde la matriz hasta la epidermis. Esta
formada por varias capas de células similares a las del estrato espinoso de la
epidermis con el que se continda en la parte superior del foliculo. Esta vaina esta
rodeada por una membrana homogénea de aspecto vitreo que corresponde a la
lamina basal de la epidermis, por fuera se observa una vaina de tejido conectivo.

Las células que revisten la papila dérmica, y que componen la mayor parte del bulbo
piloso, son las células matrices del pelo. Pueden compararse con las células
germinativas de la epidermis y dan origen a las células que se queratinizan para formar
el pelo. Estas células sintetizan una queratina muy dura rica en aminoacidos
sulfurados. El proceso de cornificacion es continuo en la epidermis, pero en el foliculo
piloso es intermitente permitiendo un cambio estacional del pelo en los animales
domésticos. EI pigmento del pelo deriva de los melanocitos epidérmicos ubicados

sobre la papila dérmica.



19

Ademas, se observan en la dermis haces de fibras musculares lisas que forman el
musculo erector que se inserta en la vaina de tejido conectivo del foliculo y se extiende

hacia la epidermis en donde se fija a la capa superficial de la dermis (1,3).

C.1.4.c. Glandulas Sebaceas

Las glandulas sebaceas son glandulas alveolares compuestas de secrecion holdcrina
mas desarrolladas en los animales domésticos que en el hombre. Constan de varios
l6bulos de pequeno tamafo formados por alveolos alargados. La secrecion de sebo
implica la liberacion de células completas y de su contenido (secrecion holocrina). Las
células mas cercanas al conducto mueren y se desintegran, y tanto sus restos
celulares como los lipidos que almacenan contribuyen a formar el sebo. Estan situadas
junto a los foliculos pilosos por encima de la insercion del musculo erector del pelo, y
su conducto se abre en el canal folicular que rodea el tallo del pelo. Los conductos de
las glandulas estan tapizados por un epitelio estratificado queratinizado que se
continua con el foliculo piloso. Su producto de secrecion es el sebo; mezcla de lipidos

en los que predominan los triglicéridos y los acidos grasos libres (1).

C.1.4.d. Glandulas sudoriparas

Las glandulas sudoriparas pueden ser ecrinas 0 apocrinas, las ultimas son las mas
abundantes en el bovino y estan distribuidas por toda la superficie corporal. Son
glandulas tubulares simples con un adendémero contorneado. Estan situadas

profundamente a las glandulas sebaceas, el conducto excretor termina en el istmo
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del canal folicular, por encima del conducto sebaceo. La porcion secretora esta
constituida por una monocapa de células epiteliales cilindricas rodeadas de células
mioepiteliales. La secrecidn incluye la liberacién de fragmentos de citoplasma apical
de las células epiteliales a la luz de la glandula.

Las glandulas sudoriparas ecrinas, también denominadas merocrinas, son glandulas
simples, de adendmeros contorneadas, presentes exclusivamente en las
almohadillas plantares. Su largo conducto excretor se abre en la epidermis. La
porcion secretora consta de una monocapa de células cubicas o cilindricas rodeadas
de células mioepiteliales. Secretan una solucion acuosa que contiene sodio, potasio,

cloro y bicarbonato (1).

C.2. Cuero

C.2.1. Terminologia

El cuero se obtiene mediante la estabilizacion quimica del colageno de la piel de
vertebrados. Si bien cualquier piel de vertebrado puede convertirse en cuero, las
mas utilizadas para este fin son las de bovino, ovino y caprino. Se trata de un
material de caracteristicas distintas a la piel original (20).

En el vocabulario de curtiembre se utiliza una nomenclatura particular que no
siempre coincide con la de la histologia. Se denomina “flor “(grain layer) ala “zona”
que contiene los foliculos pilosos. Después de la depilacion, los foliculos vacios
brindan el aspecto superficial caracteristico del cuero de cada especie. La flor varia

también de acuerdo ala edad, la regién anatéomica y el sexo del animal.
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En esta especialidad, la dermis es designada como “corium”. El corium a su vez,
se divide en una zona cercana a la epidermis denominada “capa papilar “ que
define el aspecto del cuero y otra “reticular “ que limita con la hipodermis
(Fig.4)(23) vy otorga las propiedades mecanicas al cuero terminado (20, 21). A
pesar de que no existe una linea concreta de demarcacion entre estas dos
regiones, es posible determinar una division a la altura del bulbo del foliculo piloso
(22).En algunos casos la hipodermis es denominada endodermis (Fig.5).

A su vez, el patron de estructura y distribucion de las fibras de colageno es
caracteristico de cada especie, aunque es similar en vaca, cabra y oveja.
También es propio de cada especie el espesor total de la piel y el que ocupa la
capa flor dentro de ella. En el bovino el espesor total de la piel es de 4 a 6 mm, las
fibras del corium son relativamente grandes y la flor ocupa un sexto del espesor
total de la piel. (Fig.6).

En oveja y cabra, el espesor total de la piel varia entre 1 y 2 mm, el corium posee
manojos relativamente finos y la flor ocupa la mitad del espesor total.

Esta variedad de estructura ofrece materiales diferentes al curtidor quien debera
seleccionar los que reunan las propiedades estéticas y mecanicas deseadas para

el objetivo de su trabajo (20).
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Figura.4.Corte de piel en que se sefialan los términos especificos utilizados en curtiembre.

Modificado de Thorstensen,1976 - (23)
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Figura. 5.Esquema de piel. Denominaciones utilizadas en curtiembre. Modificado de
INTI cueros.

/ # o-FLOR DEL CUERO
- Zona papilar
[ Huecos debidos a
{ | las papilas, glandulas
sudoriparas y sebaceas

-PELO O UH};PWEHHIE

Zona reticular

- | Hipodermis
Grasa, carne, vasos sanguineos

Figura 6.Microfotografia de un corte histoldgico de cuero bovino curtido sin colorear.

10 X.
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C.2.1.a. Etapas del curtido

El “Proceso de Curtido” comprende la industrializacion de pieles que se utilizan en
la elaboracién de diversos objetos de piel con valor comercial (Fig.7)

Este procedimiento se realiza en base a técnicas y formulaciones adquiridas por
experiencia del curtidor a lo largo de sus ainos de trabajo, por lo que las cantidades
de productos quimicos y tiempos de operacién utilizados no son constantes.

Es posible resumir en cuatro etapas el ciclo de la elaboracion del cuero: ribera,

curtido, recurtido y acabado (24).

C.2.1.b. Ribera
Ribera: en esta fase se incluye un conjunto de operaciones mecanicas y quimicas
destinadas a eliminar de la piel los componentes innecesarios para la produccién de
cuero (25).
Este tramo comprende:

e remojo,

e depilado-encalado,

e desencalado,

e purga enzimatica.
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Remojo: La piel del bovino puede llegar a la curtiembre conservada en sal gruesa o
fresca desde el frigorifico. Cuando fue conservada en sal gruesa el ciclo de
curticion comienza con el remojo. En los casos en que no hubo conservacion se
pasa directamente a la etapa siguiente; el depilado. El objetivo del remojo es
hidratar y limpiar la piel de los restos de suciedad que acumularon los animales
encerrados en el matadero y eliminar los componentes que no seran transformados
en cuero. Se utilizan como auxiliares sustancias alcalinas, como hidréxido o sulfuro
de sodio, para lograr la “apertura “de las fibras y acelerar la rehidratacion (26).
También se agregan tensioactivos para remover las grasas (27).

El volumen de agua que se emplea se calcula en relacion al peso de la piel y en
funcién del equipamiento del curtidor. Es muy importante ademas el agregado de
hialuronidasas y proteasas para hidrolizar los “componentes no colagénicos” que
incluyen: glicosaminoglicanos (como el &cido hialurénico y el coindroitin sulfato),
proteinas no estructurales del tejido conectivo y proteinas plasmaticas (globulinas y
albumina), ya que su presencia dificulta la difusion de los reactivos del curtido (28).
Al finalizar el remojo, el coldgeno queda preparado para las etapas posteriores (24,
206).

Depilado-encalado: Durante el depilado, en el procedimiento tradicional
destructor del pelo se eliminan el pelo y la epidermis con sulfuro de sodio Na,S'y
cal. EI NaxS produce la hidrélisis del enlace disulfuro del aminoacido cistina de la
queratina. La cal provoca la tumefaccién de las fibras_manteniendo la alcalinidad
del proceso (24).

Al mismo tiempo, el desarrollo de procesos de depilado conservador del pelo -con

sus diferentes modalidades- esta produciendo en la industria curtidora mundial un
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desplazamiento de las tecnologias tradicionales. El depilado sin el uso de Na,S
representd un gran desafio a nivel internacional especialmente en las décadas de
1960 y 1970.

Los argumentos rectores de este cambio tecnolégico fueron la disminucion de la
contaminacién de las aguas residuales del sector de la ribera, la recuperacion del
pelo parcialmente degradado; residuo con potenciales aplicaciones industriales y la
obtencion de pieles adecuadas para la produccién de diferentes tipo de cueros. Este
tipo de tecnologia ha comenzado a utilizarse en las curtiembres de algunos paises
en reemplazo del depilado tradicional destructor del pelo.

El gran desafio consiste en desarrollar un depilado con el empleo de preparados
enzimaticos con actividad proteolitica. A modo de péndulo, el interés por esta
técnica va y viene intentando solucionar las dificultades que aparecen cuando se
pretende depilar sin Na,S .Este procedimiento necesita para su aplicacién que la
actividad de la enzima esté restringida a la epidermis y pelo (29,30,31,32,33).
Desencalado: En esta fase se quita la cal residual de |la fase anterior, de este modo
se regula la tumefaccion. Con este propésito se utilizan sulfato de amonio y
metabisulfito de sodio. El pH se adapta al pH 6ptimo de las enzimas que se
utilizaran en la etapa siguiente. La reduccion de la tumefaccién del colageno en el
vocabulario de curtiembre se denomina “caida” (22, 26).

Purga enzimatica:_Se aplican enzimas que eliminan el material que no sera
transformado en cuero (epidermis y pelo) y de esta manera se genera un cuero
mas flexible (22, 24,26).

Al finalizar esta etapa se obtiene una piel limpia o en “tripa” que sera curtida con

cromo o vegetales.
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C.2. 1.c. Curtido

En esta segunda etapa antes de adicionar el curtiente, se realiza el “piquelado”;
complemento del desencalado. Para el piquelado se agregan acidos organicos e
inorganicos para finalizar la liberacion del calcio que quedé unido al colageno. Se
detienen las acciones enzimaticas y se adecua el pH a 1, 8/3,5 dependiendo del
articulo que se quiere fabricar. Se utiliza principalmente acido sulfurico.

Una vez piquelada la piel, se agregan sustancias organicas (sintéticas o naturales) o
inorganicas (minerales) para estabilizar las proteinas. Como curtientes naturales
podemos mencionar la acacia, la mimosa, el quebracho y el castaio. Todos estos
vegetales contienen taninos. Los curtientes inorganicos son sales que liberan
metales en solucion y en la piel reaccionan formando compuestos de coordinacion
muy estables. Las sales utilizadas contienen cromo por lo que la piel que se obtiene
luego de este tratamiento modifica su color y se denomina wet blue o cuero azul

(24).

C.2.1.d. Recurtido-Tenido y Engrase

El recurtido aporta la suavidad necesaria al cuero para lograr en el articulo final la
propiedad denominada caracter del cuero. Estas caracteristicas son relleno, tacto, y
esponjosidad. En esta fase se utilizan los mismos reactivos que en el curtido. El

tefido consiste en darle color al cuero en todo su espesor o en la superficie (26).



C.2.1.e. Acabado-Terminaciéon
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Aqui es donde se realizan operaciones mecanicas que orientan las caracteristicas

del producto hacia las exigencias del mercado. Estas cualidades se obtienen

mediante el grabado y pulido manual o mecanico (24).

Las etapas realizadas para la generacion del cuero se esquematizan en la figura 7.

Curso da ABC de la Curticién - INTI Cueras

-~ m = =3

POLIMEROS, LOCAS, neun ANILMAS

mMENms ETC netn
RCEITES
RECURTIENTES cRoMo,
YGIIIISIIS VEGETOLES, VEGETNLES,
SHTETICOS, DLDEHIDOS,
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OPERACIONES MECANICAS '
! 4 pescarneno
CUERO TERMINADO ' 2 ovono
! 3 reaasano
1 4 secano

Figura.7.Etapas del proceso de curtido, tomado del Curso del ABC de la

Curticién- INT| cueros, 2010



C.2.1.f. Depilado tradicional y No contaminante

La industria curtidora genera una variedad de desechos potencialmente toxicos
que dependen del proceso de depilado utilizado. Para atenuar esta
contaminaciéon se desarrollaron sistemas alternativos de depilado, entre ellos el
enzimatico. En las ultimas décadas se esta intentando generar un cambio de
tecnologia que propone disminuir la contaminacion de las aguas residuales del
sector de la ribera, recuperar el pelo parcialmente degradado (residuo con
potenciales aplicaciones industriales) ademas de producir pieles adecuadas para
la elaboracion de diferentes tipo de cueros (31,32). Una de las técnicas
principales propone el depilado con proteasas en reemplazo del Na,S, en este
caso es importante controlar la protedlisis y evitar que la actividad enzimatica

se extienda hacia el colageno desmereciendo la calidad del cuero final (33).

C.2.1.g..Depilado enzimatico.

29

El depilado enzimatico ideal deberia permitir la separacion entre la vaina externa de

la raiz del pelo y el tejido conectivo que la rodea dando lugar de este modo a la

eliminacién completa del pelo.

Los procesos difusivos a través de los estratos de la epidermis, desempenan un

papel preponderante para que las enzimas alcancen mas rapidamente sus sitios de

accion y expresen su actividad depilatoria. La epidermis se presenta como una
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barrera que es necesario atravesar, por lo que debe prestarse debida atencién a su
composicién y morfologia para encontrar mecanismos que permitan vulnerarla antes
de la accion depilatoria de las enzimas (33). En los ultimos afios se ha considerado
en forma creciente la importancia de la via transapendicular (también denominada
transfolicular) para el transporte de sustancias. Esta via implica la difusién a través
de la unidad pilosebacea compuesta por el foliculo piloso, pelo, musculo erector del
pelo y glandulas sebaceas asociadas (34).

Se debe entonces vulnerar la piel y generar “canales difusivos” facilmente
accesibles para acercar mas rapidamente a las enzimas a los lugares de accién y
minimizar el acercamiento de éstas a través de la dermis. La accion prolongada de
las enzimas sobre la estructura colagénica desmerece la integridad de esta capa
dando lugar a pérdida de elasticidad, de estructura y de soltura de flor .El desafio
superior es confinar la actividad proteolitica a la epidermis, foliculo piloso/pelo y

lamina basal para ocasionar una completa remocién de estos componentes ( 33).

C.3.. Accesibilidad de la dermis y la epidermis

Trabitzch (35) en referencia al aflojamiento del pelo, sugiri6 que a pesar de ser
mayor el espesor del corium en comparacion con el de epidermis, las enzimas
difunden mas rapido a través de él porque la queratina de la epidermis actua
como una barrera que impide la difusién de las enzimas. Por otra parte, Yates
(36) analizé el tiempo utilizado por la enzima para difundir desde el corium
hasta el foliculoy determiné que este es uno de los factores que mas influye

en la velocidad del depilado. Este autor trabajoé con pieles de oveja en las que



evalué el espesor de la piel, las formas de agregar el producto enzimatico
(inyeccién o pincelado) y distintos tratamientos con sustancias promotoras de la
difusion.
Stirtz y Schréder (Citado en (33)) refieren que las primeras manifestaciones de la
acciéon proteolitica se producen en la regién de la lamina lucida de la lamina
basal favoreciendo de este modo el desprendimiento epidermis/dermis. Tras
analizar los trabajos mencionados, Cantera propuso un modelo que describe la
secuencia de pasos a seguir para permitir la llegada de las enzimas depilatorias
al foliculo piloso a través de la epidermis. Las fases requeridas son las
siguientes:

e ‘“Injuria” quimica-biolégica-mecanica de la epidermis

¢ Difusion del agente depilador a través de la epidermis.

e Depilado

o Efecto de “apelambrado” apertura fibrosa.

C.4. Reactivos empleados en el experimento

C.4.1.Urea

La urea es un reconocido agente desestabilizante de la estructura tridimensional
de las proteinas; este efecto lo produce por competencia con los grupos activos
de los puentes de hidrégeno (37). La actividad quimica de la urea repercute en
el aumento de la permeabilidad a través de la combinacién del incremento del

contenido de agua del estrato corneo y la queratolisis (25,38 ,39).
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C.4.1.a. Terpenos

Los terpenos son el componente principal de aceites esenciales que se
obtienen de distintas plantas. Poseen sabores y aromas caracteristicos. Pueden
ser moléculas lineales o ciclicas, formadas por multiples unidades del
hidrocarburo de cinco atomos de carbono isopreno 6 2-metil-1,3-butadieno. Son
clasificados de acuerdo al numero de unidades de isopreno y se los subdivide
tomando como base a los grupos quimicos que tienen unidos: hidrocarburos,
alcoholes, oxidos y cetonas. (40,41).

Los terpenos funcionan como solventes organicos que incrementan la solubilidad
de drogas en el estrato corneo. El estudio de la relacion entre diversas drogas y
el aumento de su permeabilidad con terpenos, sugiere que estos actuan
modificando la naturaleza del estrato corneo y elevan el coeficiente de particion
de la droga en el tejido. Es posible que los terpenos con grupos no polares
como el limonene favorezcan mas la difusion de aceleradores lipofilicos que los
terpenos polares

(7, 38).

La idea de preparar una emulsion de terpenos para favorecer el pasaje de
sustancias surgié a partir del concepto de combinar formulaciones
farmacoldgicas utilizadas en veterinaria y medicina humana con técnicas de

curtiembre en las que se utilizaban surfactantes para desengrasar.
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C.4.1.b. Tensioactivos

Un tensioactivo puede definirse como toda sustancia que utilizada en bajas
concentraciones es capaz de reducir la tension superficial. Esta caracteristica es
aportada por su estructura molecular basada en un componente hidrofilico y
otro hidrofébico (42).
En la curtiembre en las fases de “remojo” y “depilado-encalado” se utilizan
tensioactivos. Durante el remojo se aplican como auxiliares humectantes que
reducen la tension superficial del agua facilitando su difusion y rehidratan las
fibras de colageno luego de su conservaciéon por salado. El objetivo de la fase de
remojo es remover sales de conservacion y sustancias solubles. En el remojo la
piel regresa a su estado inicial, limpia y turgente (26).
A su vez, son utilizados en esta misma fase por su capacidad de eliminar grasas
naturales formando emulsiones. Durante el encalado favorecen la dispersion de la
cal. _Por otro lado, cuando se buscan efectos especiales sobre la estructura fibrosa
también se emplean tensioactivos. Esta actividad depende del estado del colageno
(si fue modificado o curtido), del tipo de tensioactivo empleado y de las condiciones
de trabajo (pH, temperatura y concentracién de sales) (26).
Los tensioactivos se clasifican en cuatro categorias segun la carga de la
superficie activa en solucion acuosa. Las caracteristicas de cada categoria se
describen a continuacion.

¢ Anidnicos: contienen uno o mas grupos funcionales que imparten carga

negativa.
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e Cationicos: se disocian en el agua y forman iones activos con carga
positiva.

¢ Anfotéricos: estan a mitad de camino entre los anidnicos y catidnicos. Segun
el pH, en solucion acuosa pueden transportar carga negativa, positiva, o ser
eléctricamente neutros.

¢ Noiodnicos: el componente hidrofilico de este tipo de surfactante esta
integrado por varios grupos etoxi o hidroxilo.

En la mayoria de los estudios realizados en la evaluacion del aumento de la
permeabilidad se utilizan surfactantes anionicos y no iénicos. Los anionicos tienden
a incrementar levemente la permeabilidad del estrato corneo en humanos luego de
un periodo corto de exposicion, dicho aumento se produce a medida que se eleva
el tiempo de exposicion. Alrededor del 0,5% de la dosis aplicada de tensioactivos no
idnicos ( nonoxinol ) , atraviesan la piel humana luego de 48 h de exposicion in Vitro
( 38, 43). Otros tensioactivos como el politilenglicol y el propilenglicol son
mencionados en bibliografia veterinaria como facilitadores de la difusiéon de drogas

(43).

C.4.1.c. Sulfito de sodio

El sulfito de sodio actua desestabilizando la queratina al interferir en los puentes

disulfuro entre cisteinas de cadenas adyacentes (sulfitdlisis)

Como consecuencia de este proceso, los queratinocitos se podrian modificar y

permitir a la enzima llegar hasta la unién dermis epidermis. Durante la sulfitdlisis
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la cistina (enlace disulfuro) de la queratina, es convertida en S-sulfocisteina

(éstertiosulfuricoRS-SO3") y cisteina (RS") (33).

La ruptura de los enlaces disulfuro y la incorporacién de enlaces SO- 3 modifican la

conformacién de las proteinas y afectan sus propiedades (44).

C.4.1.d.Tripsina

La tripsina es una endopeptidasa que presenta su maxima actividad a pH 7. Es
bastante especifica porque escinde los enlaces peptidicos de la proteina sustrato
cuyos grupos carbonilo son aportados por la arginina y la lisina dondequiera que
estén situados en la cadena.

El tripsindgeno y quimotripsindgeno son zimodgenos inactivos segregados por el
pancreas que penetran en el intestino a través del conducto pancreatico. El
tripsinébgeno se compone de una cadena de 249 aminoacidos de secuencia
conocida. Se convierte en tripsina activa por accion de la enteroquinasa, enzima
proteolitica segregada por el intestino, o de la propia tripsina.

El quimotripsinébgeno se compone de una sola cadena polipeptidica, se convierte
en su forma quimicamente activa por accién de la tripsina al final de tres etapas de
conversion.  En el intestino delgado la quimotripsina, que también es una
endopeptidasa, hidroliza enlaces peptidicos con funciones carbonilo aportadas por el
triptéfano, fenilalanina, tirosina y en menor medida leucina y metionina. La
quimotripsina y la tripsina se suplementan entre si en cuanto a su especificidad de
sustrato (41).

La actividad de la tripsina para separar la epidermis de la dermis en piel humana fue

estudiada por varios autores. Medawar en1941 (45) realizaba la digestién triptica
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suave de laminas de piel humana obteniendo laminas enteras de epidermis.
Posteriormente Van Scott (46), estiraba trozos de piel desprovista de la grasa de la
hipodermis, la fijaba con chinches sobre una tabla y luego la raspaba con una hoja
de bisturi. Atribuia la separacion dermis epidermis al aplanamiento de las papilas
dérmicas. Este autor mencionaba también que el estiramiento de la lamina basal
participaba de la separacion.

En 1953 Billingham y Reynolds reconocieron la importancia de las laminas de
epidermis o de las suspensiones de queratinocitos para cubrir zonas corporales con
pérdidas extensas de piel. Veintidos anos mas tarde, Rheinwald y Green
describieron el método homonimo por el cual los queratinocitos se aislaban de
biopsias de piel mediante la digestion con tripsina 0,05% en presencia del acido
[etilendiamina] tetra-acético (EDTA) y un quelante de Ca*?. Estos procedimientos
permitian expandir los queratinocitos en aproximadamente 10.000 veces su numero

inicial (47).
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C.5.Tripsina y depilado enzimatico

La tripsina es un activo depilante de piel vacuna. @ Heidemann en 1993 menciond
que es posible depilar con tripsina luego de frotar con una solucion de NaOH 1N
durante 10 minutos el lado pelo aplicando después una solucion al 1% de tripsina
“técnica”, otros diez minutos mas. Al finalizar una hora de incubacién a 33° C los
pelos pudieron quitarse por completo raspando con espatula. El procedimiento
descrito demostraba la influencia de la apertura mecanica sobre el lado pelo (22).
Heidemann (22) también cita a Stirtz quien realizd coloraciones de PAS en piel
correctamente depilada lista para curtir y observé que no presentaba lamina basal.
Con la misma técnica comparando pieles frescas con pieles encaladas y
desencaladas se pudo apreciar que la piel sin tratamiento fue la que se colored mas
intensamente.

Roberts and Brunt (48) analizaron las glicoproteinas que intervienen en la union
entre queratinocitos de epidermis humana. Estos autores realizaron un estudio en el
que cultivaban queratinocitos de epidermis humana con tripsina/EDTA y se perdia la
adhesion célula — sustrato y entre las células de un mismo sustrato. La adhesion se
interrumpia por la ruptura de una glicoproteina M, 126000 expuesta sobre la
superficie de la membrana celular. La adicién de Ca*? protegia a la glicoproteina de
la superficie celular de la digestion triptica y prevenia la dispersion de los
queratinocitos. A partir de estos resultados, hoy se considera que esta glicoproteina
desempenaria un rol importante en la unién intercelular de los queratinocitos
epidérmicos. (33). Actualmente es posible afirmar que esta glicoproteina

corresponde a la cadherina E (12).



D. HIPOTESIS

La combinacion de tratamientos quimicos y mecanicos aplicados sobre piel de

bovino lleva a una mejor penetracion de las enzimas a través de la epidermis.
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E. OBJETIVOS

Vulnerar la epidermis para facilitar la difusion de enzimas con actividad depilatoria
hacia la lamina basal.

Evaluar los dafios que los distintos tratamientos generan sobre la piel.
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F. MATERIALES Y METODOS

F.1.Diseno Experimental

Condiciones de ensayo aplicadas durante el desarrollo de los experimentos.

Se utilizaron pieles frescas de la zona del crupén de bovinos adultos conservadas
a 5° C durante el traslado desde la curtiembre. Estas pieles permanecieron a 25°C
en contacto con siete soluciones diferentes utilizadas como pretratamiento durante 2
horas (Tabla1) vy luego se realizd la incubacion con un preparado enzimatico
comercial en base a proteasa pancreatica durante 3 horas. Al mismo tiempo se
utilizd una muestra de piel control que permanecio las 5 horas en contacto con
buffer bicarbonato pH 8,5. Los ensayos se realizaron a 25° C. En total se
desarrollaron siete ensayos en las condiciones descriptas, seis estaticos y uno en

movimiento, cada uno de ellos por duplicado.



SULFITO DE SODIO

TENSIOACTIVO

EMULSION DE TERPENOS

SULFITO DE SODIO- EMULSION DE TERPENOS

SULFITO DE SODIO - TENSIOACTIVO

UREA

SULFITO DE SODIO - UREA

BUFFER

Tabla1.
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F.1.a. Material Utilizado para soporte de las pieles

En estudios preliminares realizados durante esta tesis, y con el objetivo de que la
epidermis se relacionara de manera mas directa con las soluciones para analizar
sus posibles modificaciones, se incorporaron como soportes de las muestras
cilindros de plastico de 200 ml de capacidad (Fig.8). Los mismos sujetaban la piel
con anillos y un sistema de vastagos con tuercas entre los dos recipientes en los que

se depositaba la solucién en contacto con el lado del pelo (Fig. 9y10).

2005/04/19

Figura 8. Cilindro de 200 ml para contener los reactivos
utilizados.
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2005/04/19

Figuras 9 y 10. Anillo sujetador de los cilindros de 200 ml.
(Fig.9).Recipiente armado resultante de la union de los elementos
mostrados en las figuras 8 y 9 para contener los reactivos (Fig.10).
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26/08/2005

Figura 11. Recipientes mostrados en la figura 10 sujetos en bandeja

Las cinco botellas (Fig.10) se fijaban por tornillos en una base de madera con forma
de bandeja (Fig.11). La estructura se depositaba dentro del fulbn para simular la
actividad de este dispositivo sobre la piel con agitacién continua y temperatura
constante de 25° C. El uso de este material implicaba la necesidad de utilizar
grandes cantidades de reactivos lo que dificultaba y encarecia los experimentos,
ademas el gran tamano de los recipientes hacia dificil su manipulacién. Por lo tanto
se realizaron con ellos solo algunos ensayos preliminares cuyos resultados fueron
comparados con los obtenidos cuando se emplearon los materiales que se
describen a continuacion.

Para que se facilitaran los ensayos, se diseiid un sistema en el que la piel se
sujetaba con soportes mas livianos y de menor tamafio. Para ello se optd por utilizar

planchas de plastico de 26 cm de largo y 14 cm de ancho con 8 pocillos de 5 cm de
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diametro de 20ml de capacidad (Fig. 12). Estas planchas se adaptaron para
mantener el contacto del lado del pelo con las soluciones sin derramar liquido
entre los compartimentos, sujetando la piel sobre la plancha con tablitas de madera
de 20 cm de largo y 2 cm de ancho ajustadas con tuercas mariposa (Fig.13).

La capacidad de 20 ml cada recipiente al apretar la piel durante el ensayo se redujo
a 10 ml.

Al ser ocho los pocillos, fue posible procesar las muestras por duplicado. El
procesar 16 muestras por ensayo, reducia el espacio y el material utilizado.
Cuando se compararon los resultados obtenidos a partir de dos ensayos con cada
uno de los sistemas de contencién previamente descriptos, se encontré6 que no
existian diferencias importantes y por lo tanto se completaron los ensayos con el

sistema de pocillos.
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Figura 12. Planchas de plastico utilizadas para que las muestras contacten con los

reactivos en los ensayos con 10 ml

Figura 13. Plancha de plastico que sujeta la piel en los ensayos con movimiento
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F.2.Esquema de pretratamientos empleados por duplicado.

Los reactivos se elaboraron tomando en cuenta el volumen de los recipientes. Se
prepararon soluciones madre de las que se emplearon 5ml de cada una para
completar los 10 ml. Cuando se utilizaba un reactivo unico (tensioactivo, sulfito,
emulsibn o urea) el volumen se completaba con buffer para mantener la
concentracion. Las diluciones fueron preparadas con buffer bicarbonato pH 8,5.

Esquema de pretratamientos empleados por duplicado: Tabla 2.

En la tabla 2.se describen los pretratamientos efectuados durante dos horas en
muestras procesadas por duplicado con soluciones de: Sulfito (a.1.), Emulsion de
terpenos (b.2.), Tensioactivos (c.3.) y Urea (f.6.). A su vez los reactivos

mencionados fueron combinados en (d.4.), (e.5.) y (9.7.).
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F.2.1.a. Sulfito de sodio y combinaciones

Cuando el sulfito se usé como pretratamiento combinado con otros reactivos, se
preparé una solucion madre 0,246g/100 ml. En (a.1.) se utilizé solamente el sulfito,
en ese caso se realizé una dilucion colocando 5 ml de la solucion madre con 5ml de
buffer obteniendo una solucion final de sulfito de sodio de 0,123 g en 100 ml.
Al mismo tiempo, 5 ml de esta solucibn madre de sulfito se mezclaron con los
siguientes reactivos generando en todas igual concentracion que en (a.1.)

e 5 ml de emulsion de terpenos 10%,(d.4.)

e 5ml de solucién madre de tensioactivo 2% (e.5.)

e 5ml de solucion madre de urea 10M (g.7.).

F.2.1.b. Emulsién de Terpenos

La combinacion de los componentes de este preparado (PEG 400, Tween 20 y
terpenos) surgié a partir de la idea de conjugar productos de aplicacion en
curtiembre y en la facilitacion de la absorcién transdérmica de farmacos en
medicina humana y veterinaria (7,8,38,40,42,43,49,50,51,52,53,54,55). De este
modo se utilizé una emulsion elaborada a partir de una solucidon comercial de

terpenos (terpenos EUMA S.A. Villa Adelina - Buenos Aires)
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La preparacion final incluyé ademas de la solucion de terpenos 10% V/V, a los
siguientes componentes:

-polietilenglicol 400(Parafarm SA) - 25%

-tween 20- 10%

-agua csp -

Para realizar la emulsion se realizé el siguiente procedimiento:

1°) Se mezclaron suavemente los terpenos con el tween 20 y el polietilenglicol 400.
2°) Se agreg6 el agua y se agité vigorosamente con agitador durante 10 minutos.

En el pretratamiento en que la emulsion se utilizé sola (b.2.) se colocaron 5ml junto
a 5 ml de buffer. La combinacion con 5ml de sulfito de sodio se describio al
comienzo de la presente seccion (d.4.).

En las dos situaciones se obtuvo un porcentaje final de la emulsién de terpenos

de 5% viv.

F.2.1.c.Tensioactivo

Se trata de un tensioactivo comercial. Se utilizé el Isogras AN 1% (tensioactivo
aniénico + disolventes Pellital SA, Buenos Aires). Se prepar6é una solucion madre
2%. Cuando se emplearon tensioactivos solos (c.3.), 5 ml de la solucion madre se
combinaron con 5 ml de buffer, obteniéndose una concentraciéon final del
tensioactivo 1% V/V. La misma concentracion final se obtuvo al combinar la soluciéon

con 5ml de solucién de sulfitos (e.5.).
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F.2.1.d. Urea -PM60 (Biopack, BsAs para analisis)

Cuando se utiliz6 solamente solucion de urea 10M (f.6.) se realizé una dilucion
colocando 5 ml de la solucion madre 10M con 5ml de buffer. Los mismos pasos se
efectuaron cuando se combind con 5 ml de solucién madre de sulfito de sodio (g.7.)

En ambos casos se obtuvo una concentracion final de urea 5M.

A su vez cada pocillo fue ocupado con 10 ml de buffer bicarbonato 3g/l, pH 8.5

durante 5 horas (h.8.)

F.3.Tratamiento

Se utilizé el preparado comercial M152 (Cergen srl, Buenos Aires, Argentina) que
es una proteasa de origen pancreatico (tripsina).

Se colocaron 10 ml de este preparado en cada recipiente después de extraer con
pipeta, jeringa o guia, los reactivos del pretratamiento .

La dilucion se realizd con buffer bicarbonato pH 8,5 que es el pH 6ptimo de
actividad enzimatica (56). El producto contiene un soporte arenoso, por este motivo
se diluyoé con el buffer: dilucion: 500 mg/l y se centrifugd a 4 ° C 20 minutos a 10000
rpm.

Al final del pretratamiento y tratamiento descriptos, se tomaron muestras de cada

uno de los grupos que se describen en los siguientes apartados.
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F.4. Técnicas:

F.4.1. Técnicas histolégicas

F.4.1.a Inclusion en parafina

Los pasos en el procesamiento de tejidos; deshidratacion e infiltracién en parafina
comprendieron la extraccion del agua tisular y su reemplazo por sustancias que
solidifican y permiten efectuar cortes para su posterior coloracién y observacién
microscopica.
La inclusion en parafina comenzé con la deshidratacion progresiva de las
muestras de piel fijadas en formol 10% que se sumergieron en recipientes anchos
con soluciones de alcohol de concentracion creciente:

1. alcohol 70%; dos pasajes,

2. alcohol 96% dos pasajes de una hora cada uno

3. alcohol 100%, dos pasajes de media hora cada uno.

Al finalizar esta secuencia y como la parafina es insoluble en alcohol, se reemplazé
este ultimo por xilol en dos pasajes de tres horas cada uno. A su vez, el xilol se
extendid sobre la pieza hasta que reemplazé a la parafina. A continuacién, se
incluyé la muestra dentro de cassettes de inclusion de plastico que se
sumergieron en frascos con parafina liquida dentro de una estufa con una
temperatura de 1 a 2° C por encima del punto de fusidén de la parafina utilizada (56-
58° C). Esta etapa se realizé en forma gradual, efectuando dos bafos de 24 horas

en las condiciones descriptas.
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Al terminar esta etapa con la parafina liquida y transparente, el tejido se orienté con
pinzas recalentadas dentro del cassette de inclusion y la epidermis paralela a la
cuchilla. En estas condiciones quedé formado un bloque de parafina que solidificé a
temperatura ambiente con el tejido incluido apoyado sobre la tapa del cassette. Este
material se sujeté en el micrétomo de deslizamiento marca Reichert. Se realizaron
cortes de 6 p de espesor que se descargaron con pincel sobre una bandeja llena de
agua corriente a 40° C de modo tal que esta seccion cortada, en el momento de

rescatarla del agua quedaba extendida sobre el portaobjetos de vidrio (57,58).

F.4.1.b. Tinciones

Como paso previo a las tinciones y al utilizar colorantes hidrosolubles, los cortes
incluidos en parafina y adheridos al portaobjetos se rehidrataron en soluciones
alcohdlicas de concentracion decreciente por las que transitaron en pasajes de
cinco minutos cada uno, hasta llegar al agua destilada para luego realizar la
coloracion.

Una vez coloreado el tejido fue necesario volver a deshidratarlo porque las
sustancias que permiten su observacion con el microscopio Optico, no son
hidrosolubles. El preparado se sumergié en concentraciones crecientes de alcohol

durante un minuto y medio por pasaje y por ultimo en xilol, para luego recubrirlo
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con el medio de montar sintético o natural y el cubreobjetos. Ademas de la tincién
histoldégica tradicional de hematoxilina eosina, se utilizaron la coloracion tricrémica
de Masson e histoquimica del reactivo de Schiff (PAS). Las técnicas fueron

realizadas segun Prophet et al, 1992(57).

F.4.1.c.Coloracion de hematoxilina eosina

Se realiz6 utilizando la técnica que se describe a continuacion:

coloracion con hematoxilina de Mayer durante tres minutos previa hidratacion en
agua destilada,

viraje en agua corriente,

coloracion con eosina durante un minuto,

deshidratado y montaje.

F.4.1.d. Coloracion Tricromica de Masson

La coloracidén se desarrollé de la manera siguiente:

hidratacion en agua destilada,

Coloracion con hematoxilina de Mayer 3 minutos

Viraje en agua corriente.

Coloracion con ponceau de xilidina+ fucsina acida( solucion de Masson) -5 minutos

Dos lavados con agua corriente 'y uno con agua destilada.
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e Aplicacion de acido fosfomolibdico 1% en solucién acuosa un minuto.

e Aplicacion de verde luz durante un minuto.

Con esta técnica fue posible distinguir el citoplasma de las células epiteliales de color

rosado y las fibras de colageno verde.

F.4.1.e. Coloracién del Reactivo de Schiff (Periodic Acid Schiff-PAS)

La técnica histoquimica de PAS se basa en la capacidad del acido peryodico de

oxidar las uniones carbono de los grupos glicoles de los carbohidratos produciendo

aldehidos. Estos aldehidos se revelan en la etapa siguiente con el reactivo de Schiff

produciendo un compuesto rosa-fucsia insoluble (19).

El procedimiento realizado fue el siguiente

1.

2.

Desparafinizacion e hidratacion hasta agua destilada

Sumergir en solucién de acido peryodico 0,5%, 5 minutos

Enjuague en agua destilada

Sumergir en reactivo de Schiff (fucsina basica 0,5%+ metabisulfito de potasio
2% y 10 ml de acido clorhidrico 1N) hasta alcanzar el color deseado (5
minutos aproximadamente).

Lavado con agua corriente

Contraste con solucion de hematoxilina de Mayer durante 3 minutos.

Lavado con agua corriente
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Los cortes fueron deshidratados y montados, las estructuras PAS positivas se

observaron color fucsia

F.5. Microscopia Electronica de Transmision

La fijacion primaria de muestras se realizé en glutaraldehido al 2% en buffer de
fosfato 0,2M pH 7,4 (PBS) durante 2 horas a 4°C. A continuacién, para eliminar el
exceso de fijador se lavaron con el mismo buffer en tres cambios de 30 minutos
cada uno a la misma temperatura.

La fijacion secundaria se realizé con tetréxido de osmio al 1% en el mismo buffer
durante 1 hora a 4°C. En el transcurso de esta etapa, el tejido se ennegrecié porque
el osmio agrega contraste por ser un metal pesado.

Posteriormente, las muestras se deshidrataron en una serie creciente de alcoholes
50, 70 y 80% a 4°C, 90 y 100% a temperatura ambiente. Para finalizar la
deshidratacion, el alcohol 100% se reemplazé por acetona a la misma temperatura.
De este modo, el agua se removié del tejido que quedd preparado para su
infiltracion en medios de inclusidbn no acuosos. En este trabajo las muestras se
incluyeron en resina epoxi en moldes de silicona en los que se formé el taquito listo
para cortar.

Previo a la realizacién de los cortes ultrafinos se realizaron cortes de 1 y de espesor
(semifinos) que se colorearon con azul de toluidina.

Durante la coloracién con azul de toluidina el portaobjetos se colocé sobre una
platina a 60-70° C. El exceso de colorante se lavé en agua corriente caliente para

evitar que se rompa el portaobjetos. El tiempo de coloracién fue de 10-30 segundos.
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Esta tincion nos aportd datos acerca de la orientacion del tejido y permitiéo determinar
las areas de interés en la superficie del bloque (59).

Los cortes ultrafinos (90 nm) se contrastaron con acetato de uranilo y citrato de
plomo y se examinaron en el microscopio electronico de transmision JEM 1200 EX I
(JEOL) del Servicio Central de Microscopia Electronica de la Facultad de Ciencias

Veterinarias UNLP.

F.6.Difusion de colorantes Adaptacion a la piel de bovino de la técnica de

Rosado y Monteiro

Se realizaron cuatro ensayos de difusion de colorante bajo las condiciones
mencionadas. Tres estaticos y uno en movimiento, en este caso no fueron por
duplicado. El ensayo duré 13 horas en total, dentro de la cuales 5 horas
comprendian el contacto con los reactivos descriptos (dos horas de pretratamiento
y tres de tratamiento enzimatico).

A continuacién, se cortaron los pelos y se cubrio la superficie tratada de la piel con
gotas de solucion de azul de metileno 4% durante 8 horas. Una vez finalizado el
tiempo de contacto, se enjuagaron bajo canilla las muestras y se cortaron con
micrétomo de congelamiento. Los preparados se montaron con glicerina Jelly y se
fotografiaron a 4X. Esta técnica es una adaptacion a la piel bovina de la utilizada por
Rosado Monteiro en piel humana (60, 61, 62, 63). Las imagenes obtenidas fueron
analizadas mediante el software Image Proplus determinandose la profundidad de

penetracion del colorante en micrometros.
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F.7.Espectroscopia Infrarroja Transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia infrarroja es una técnica que mide la cantidad de radiacion que
absorbe una sustancia a diferentes longitudes de onda.

A partir el espectro de un compuesto, es posible obtener informacion acerca de su
estructura quimica (44). Este procedimiento permite caracterizar la conformacion y
dindmica de proteinas y lipidos e investigarlas en ambientes fisioldgicos reales. Al
mismo tiempo posibilita informarse acerca de la orientacién de diferentes partes de
la molécula investigada. Es posible de este modo, comprender detalles de la
estructura de sistemas bioldgicos. La espectroscopia FTIR es un procedimiento
rapido que se realiza utilizando microgramos de muestra. Cuando la radiacion IR
pasa a través de la muestra (sdélido, liquido o gas), la molécula y sus grupos
funcionales caracteristicos absorben ciertas frecuencias de la radiacibn que son
indicadoras de cambios vibracionales (64,65). Estas frecuencias de distribucion de la
radiacion absorbida son unicas para cada molécula o grupo funcional. Como
resultado se obtiene el espectro vibracional de distintos componentes tisulares
(proteinas, lipidos, acidos nucleicos y carbohidratos) (7, 38, 64).

Durante el desarrollo de este experimento fue posible adaptar la técnica descripta a
la piel de bovino a pesar de las dificultades que presentaba (manto de pelos
gruesos, espesor del estrato corneo, distribucién de los lipidos intercelulares) (7, 38,

64, 65, 66, 67, 68).
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Procesamiento de muestras:

Para el procesamiento se siguio lo propuesto por Krishna, Marcelli y Movasaghi (64,
65,69).

1. Las muestras de dos ensayos y sus duplicados, fijadas en formol al 10%, se
conservaron en desecador durante un mes para eliminar el formol.

2. Al finalizar este periodo se pesaron con 24h de diferencia. Este valor se tomé
como parametro de eliminacion de formol.

3. Luego se conservaron en freezer a -20° C durante dos dias.

4. A continuacién se liofilizaron a -55° C durante 16 horas.

Para obtener los espectros FTIR, se utilizé un espectrdbmetro Nicolet 380 FTIR con
accesorio ATR (Attenuated Total Reflectance) de cristal de Diamante. El analisis fue
elaborado con el software Minitab 15y 16 (Minitab Inc.).

Por cada material se recolectaron tres espectros con 32 barridos y una resolucion
de 1 cm™ en laregion de dislocacion entre 900 y 3800 cm™. El preprocesamiento
se realizé de la siguiente manera:

Divisién de espectros en dos regiones de analisis distintas: 900 — 1800 cm™ y 2600 —
3800 cm™; correccién de linea de base seguida de normalizacién vectorial; analisis
visual de espectros; identificacion de los modos vibracionales caracteristicos de cada
muestra; construccion de una tabla relacionando los modos vibracionales y su
estructura quimica correspondiente; identificacion objetiva de las interferencias
espectrales del espectro de piel bovina sometida a los diferentes tratamientos para

desprender los pelos; identificacion
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de las regiones de interés para evaluar el contenido lipidico compatible con el
tratamiento realizado.

La interpretaciéon de los resultados de esta técnica se basd en el trabajo de
Movasaghi

(2008). Este autor elabor6 una base de datos a través de la recopilacion de
huellas dactilares de tejidos biolégicos. En la publicacion mencionada (64) se

encuentran los picos de absorcidén mas importantes presentes en los tejidos.

Analisis Estadistico:

Se analizd6 mediante el Analisis de Componentes Principales la region de longitud
de onda 2600-3800 cm’” region espectral que se refiere a los modos vibracionales
CH, correspondientes a las cadenas de los acidos grasos,

El ACP, Analisis de Componentes Principales es una técnica exploratoria de analisis
que transforma un conjunto de variables correlacionadas en un conjunto menor de
variables independientes. Se trata de un método de reduccién de datos. Ademas el
analisis de grupos o de “Clusters” es una técnica exploratoria de analisis
multivariada que permite agrupar sujetos en grupos homogéneos o compactos en
relacion a una o mas caracteristicas comunes. Se analizaron todos los espectros de
los 8 grupos con la intencidon de agruparlos por similitud y establecer cuales son
las diferencias espectrales que determinan su comportamiento.

Iniciamos los resultados con Analisis de Componentes Principales (ACP) para
reducir la cantidad de medidas en componentes que son combinaciones lineares

de las medidas originales. Se seleccionaron las regiones espectrales que
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diferenciaron a los dos grupos Control y Emulsion para separarlos de los demas
grupos experimentales. De acuerdo con el grafico que describe el valor propio de
los componentes, PC1 describe 95,5% de la variabilidad de los espectros. Este dato
solo es incapaz de demostrar alguna diferencia entre los grupos. Adicionando los
demas PCs analizados, fue posible clasificar los espectros del Grupo Control y
Grupo Emulsion separados de los demas grupos experimentales.

Para describir espectralmente las diferencias, se hizo un grafico Loading Plot que
expreso: PC2 describe el 4,2% de variabilidad de los espectros, PC1: 95% de todos

los espectros, PC3y PC 4 el 0,1%.
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RESULTADOS

G.1. Microscopia Optica

Dada las caracteristicas de las muestras, algunos cambios como condensacion
excesiva de la cromatina nuclear y una ligera vacuolizacion se encontraron en todos
los casos, incluyendo a los controles. Por lo tanto, se consideran como alteraciones
generadas por el pretratamiento a todas las modificaciones de la estructura cutanea
normal que no se presentaron en las muestras sometidas a Buffer (Fig.14-A)

Entre los cambios observados con los pretratamietos se destacan la separaciéon
entre dermis y epidermis (Fig.14-B) y la separacién entre las vainas foliculares y los
pelos (Fig. 14-C). Los resultados fueron variables dentro de un mismo grupo y los
porcentajes en que se encontraron estos cambios en las distintas muestras se
resumen en la tabla 3.

Vale destacar que en el caso del pretratamiento con sulfito se encontré el mayor
porcentaje de cambios y también los cambios cualitativamente mas importantes (Fig
14-D). Cuando se combiné el sulfito con otras sustancias, la disminucién de los
cambios fue mas manifiesta en la epidermis que en los foliculos ( tabla 3).

El tratamiento con urea generd en algunas muestras una vacuolizacion importante
de la epidermis (Fig.15-A) sin embargo en la mayoria de los casos no se encontraron
cambios importantes.

En los casos en que la dermis y epidermis se separaron, la técnica de PAS permitio

visualizar una lamina basal continua (Fig. 15-B). Las técnicas tricrdmicas no
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evidenciaron alteraciones en las fibras colagenas (Fig. 15-C). Tampoco se observé

con ninguno de los tratamientos modificacién en las fibras elasticas (Fig. 15-D).

FIGURA 14. Microscopia 6ptica de piel bovina sometida a distintos
pretratamientos

A. Buffer: hematoxilina eosina-10X. Se observa la estructura normal de la piel
en las condiciones de trabajo. B. Sulfito- Tensioactivo: hematoxilina eosina-
40X. La flecha sefala la separacion dermis-epidermis. C. Sulfito —
Tensioactivo: hematoxilina eosina 40X.La flecha sefala la separacién entre las
vainas conectivas y epiteliales del foliculo piloso. D. Sulfito: Tricromica de
Masson 40X . La flecha sefiala la separacién dermis-epidermis.
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FIGURA 15. Microscopia 6ptica de piel bovina sometida a distintos
pretratamientos

A. Urea: hematoxilina eosina, 10X. No se observan cambios significativos.

B. Sulfito-Emulsiéon: PAS-10X, Separacion dermis-epidermis (flecha) sin
alteracion de lamina basal .C. Sulfito: coloracion Tricromica de Masson 10X.
Se observa el colageno sin modificaciones tintoriales. D.Sulfito: Orceina 40X.
Se observan fibras elasticas sin alteraciones morfoldgicas.
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Tabla 3. Porcentaje de muestras en las que se encontraron cambios en la epidermis

y los foliculos pilosos

Pretratamiento

Separacion estratos

Separacion pelo-foliculo

epidermis piloso
1. Sulfito 100% 100%
2. Emulsién 14,2% 43%
3. Tensioactivo 57% 100%
4. Sulfito-Emulsion 57% 100%
5. Sulfito-Tensioactivo 57% 16,6%

6. Urea

100% sin separacién

100% sin separacion

7. Sulfito-Urea

57%

43%

8. Buffer

100% sin cambios

100% sin cambios
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G.2 Microscopia Electronica de Transmision

Las imagenes obtenidas mediante microscopia electronica de transmision de todas
las muestras mostraron diversos cambios relacionados con el procedimiento que
implica congelacion previa, 2 horas de pretratamiento y 5 horas de tratamiento
previos a la fijacion. Ciertas modificaciones como condensacion excesiva de la
cromatina, vacuolizacion celular y pérdida de nitidez de los limites celulares, se
observaron en todos los casos. Por lo tanto, se consideran unicamente las
modificaciones que se encuentran en los tratamientos pero no en los controles.

En las muestras control se observo el patron de bandas caracteristico de las fibras
colagenas (Fig.16-A) que no pudo encontrarse en el caso de las muestras en las que
se utilizé sulfito solo, tratamiento determinante de los mayores cambios. En estas
muestras se perdid la distribucion fibrilar tipica, observandose ruptura de las fibras y
gran separacion entre ellas (Fig.16-B). Cuando no se aplico sulfito, las fibras no se
alteraron (Fig.16-C)

La presencia de desmosomas unicamente pudo detectarse en las muestras
provenientes de tratamientos con buffer (Fig.16-D). El pretratamiento con sulfito
determind ademas la pérdida completa de la uniéon con la lamina basal y de las
uniones intercelulares en los estratos mas basales de la epidermis (Fig.17-A). En
cambio en los estratos mas superficiales la separacion fue menos marcada, aunque
se encontro fragmentacion del estrato corneo (Fig.17-B). Cuando se utilizé el sulfito
combinado con otras substancias se encontré6 un efecto menos evidente en la
separacion entre las células y en la separacion entre estas y la lamina basal. Esta

disminucién del efecto fue especialmente notoria cuando se combind el sulfito con
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emulsion (Fig.17-C). Cuando se combiné el sulfito con tensioactivo o con urea las
separaciones fueron de un grado intermedio comparados con los hallados con el
sulfito solo (Fig.17-D).Las combinaciones entre el sulfito y otras sustancias
mantuvieron el efecto de fragmentacion del estrato corneo (Fig.18-A).

En todos los casos, pese a que se separaron dermis y epidermis, la lamina basal se
mantuvo (Fig. 18-B).

El uso de emulsion o tensioactivo no alterd las uniones entre las células en los
estratos superficiales de la epidermis (Fig.18-C).

Los ensayos en movimiento no presentaron diferencias con los estaticos.
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Figura 16 Microscopia Electronica de Transmision de piel bovina sometida a
distintos pretratamientos: A .Buffer: fibras colagenas patrén caracteristico.
17000X. B. Sulfito: pérdida de distribucion, ruptura y separacién de fibras de
colageno 20000X. C. Tensioactivo: colageno sin alteraciones 60000X.D. Buffer:
desmosoma 17000X.
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Figura 17.Microscopia Electréonica de Transmision de piel bovina sometida a
distintos pretratamientos. A. Sulfito: pérdida de uniones intercelulares y con la lamina
basal 36000X.B. Sulfito: fragmentacion de estrato corneo 46000X. C. Sulfito—emulsion:
separacion de queratinocitos 14000X. D. Sulfito- tensioactivo: separacion de
queratinocitos 26000. X.
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Figura 18.Microscopia Electrénica de Transmisién de piel bovina sometida a
distintos pretratamientos: A. Sulfito-urea: fragmentacion del estrato corneo 260C
X. B. Sulfito-tensioactivo: persistencia de la lamina basal 26000X.C. Tensioactivi
células epidérmicas sin alteraciones en sus uniones 18500. X
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G.3 Difusion de colorantes

La difusién en las muestras tratadas con buffer fue escasa o nula. En el caso de los
demas tratamientos, el colorante difundié hasta la profundidad de la dermis. La
mayor penetracion ocurrié en el caso del tratamiento con sulfito. De las sustancias
agregadas al sulfito unicamente el tensioactivo no produjo una diferencia significativa
en la capacidad de penetracion .Por otro lado este reactivo sin sulfito también
genero una difusion elevada (TABLA 4.). En todos los casos se observé una difusion

mas manifiesta alrededor de los foliculos pilosos (Fig.19 y Fig.20)

Tabla 4.
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Diferencias
Pretratamiento X ES significativas con
a. buffer 32,67 17,1 b-c-d-e-f-g-h
b. sulfito 1926,67 30,1 a-c-d-e-f-g-h
C. urea 634,01 85,6 a-b-d-g
d. tensioactivo 1367,01 74 a-b-c-e-f-h
e. emulsion 710,02 26,8 a-b-e-g
f. sulfito-urea 630,33 126,7 a-b-d-g
g. sulfito- 1460,33 128,3 a-b-c-e-f-h
tensioactivo
h. sulfito- emulsién | 630,1 29,44 a-b-d-g




Figura 19. Imagenes de piel bovina coloreadas con Azul de metileno:

A. Buffer 4X.B. Sulfito 40X.C. Urea 10 X D. Tensioactivo.40X.
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Figura 20. Imagenes de piel bovina coloreadas con Azul de
metileno: A. Sulfito-Urea 10X.B. Sulfito-tensioactivo 40X.C.
Sulfito-emulsion 40X. D. Emulsion .4X
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G.4 Espectroscopia

El resultado de los analisis estadisticos nos permite inferir que no se encontraron
diferencias significativas entre ninguno de los pretratamientos y el grupo control,
tampoco entre el grupo control y los terpenos presentes en la emulsién. Esto podria
explicar porqué las pieles bovinas tratadas solamente con emulsion no sufrieron
ninguna alteracion en relacion a los acidos grasos, de acuerdo con los datos de la
region espectral analizada (2600 a 3800 cm™') que se refiere a los modos
vibracionales CH, referentes a las cadenas de &cidos grasos. En las figuras 21-29

se presentan los graficos de las lecturas espectroscépicas.
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H. DISCUSION

Los distintos pretratamientos generaron cambios de diferente intensidad tanto en la

morfologia de la piel bovina como en la permeabilidad de esta a los colorantes.

Con respecto al epitelio, el efecto queratolitico del sulfito se corrobord por la ruptura
de la capa cornea manifiesta mediante la observacion de las fotografias obtenidas
con el MET. Este cambio se originaria por que el sulfito de sodio da lugar a la
reaccion conocida como sulfitdlisis, en la cual la cistina (con enlaces disulfuro) de la

queratina, es convertida en S-sulfocisteina y cisteina (70).

La ruptura de los enlaces disulfuro y la incorporacién de enlaces SO ®modifican la
conformacién de las proteinas y afectan sus propiedades por lo tanto, podrian
generar una menor capacidad de unién entre los corneocitos.

En cuanto al efecto de los otros reactivos utilizados, la urea en dermatologia
humana es empleada en el tratamiento de enfermedades hiperqueratésicas por sus
efectos queratoliticos (51) y como promotora de la difusiéon por su capacidad de
aumentar el contenido de agua del estrato corneo. A su vez, en combinaciéon con
acido salicilico es utilizada en la ablacion no quirurgica de las ufas en el

tratamiento de las
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onicomicosis (51). Magnusson (43) describe su efecto desnaturalizante sobre la
queratina en animales. En nuestro caso no encontramos alteraciones del estrato
corneo generadas por la urea e inclusive cuando se combin6 a esta sustancia con el
sulfito, disminuyo el efecto de este ultimo sobre el estrato corneo. Por otra parte,
Williams (38) sefiala que el efecto de la urea sobre el aumento de difusién es débil.
Este resultado es coincidente con nuestra observacién en los ensayos de difusién de
colorantes, en los que la urea no solo tuvo un escaso efecto sino que también
disminuyd el efecto del sulfito sobre la difusion.

Algunos facilitadores de la absorcidén interactuan con los lipidos intercelulares
aumentando su licuefaccion y desorganizandolos. Otros interactuan con proteinas
intercelulares y desnaturalizan la queratina (azona, acido oleico) mientras que varios
combinan ambos mecanismos (DMSO vy propilenglicol) (52,54). El polietilenglicol en
dermatologia humana, es utilizado como vehiculo junto con el acido acetilsalicilico,
para remover el estrato corneo y también como supresor de tumores de piel

(71). Algunos autores destacan su propiedad como acelerador de la difusion por
modificaciones a nivel de lipidos y proteinas del estrato corneo (52). En nuestro caso
evaluamos el efecto de los terpenos y del tensioactivo como facilitadores de la
difusién, encontrando un efecto mucho mayor en el ultimo. Inclusive los terpenos, al
igual que la urea, disminuyeron significativamente la accion del sulfito.

La aplicacion de terpenos y tensioactivo se basa en su potencial efecto sobre los
lipidos que intervienen en las uniones intercelualres en los estratos mas superficiales
de la epidermis.

Magnusson (43) senala que la distribucion y tipos de lipidos presentes en el SC no

se conoce completamente ya que durante la diferenciacién de la epidermis de los
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mamiferos se producen cambios en su composicidon en concordancia con los
requerimientos de impermeabilidad. Asimismo, en relacion a la actividad de los
terpenos sobre los lipidos intercelulares, desestima la posibilidad de que existan
modificaciones a nivel de las proteinas como mecanismo de aumento de absorcién
de los terpenos. Sin embargo, Sapra (53) en su trabajo acerca de la aplicacion de
terpenos en medicina humana, cita la capacidad de los mismos de aumentar la
permeabilidad de la piel al interactuar con los lipidos del SC y con la queratina. En
nuestro caso no encontramos modificaciones ultraestructurales del estrato corneo
cuando aplicamos terpenos e inclusive fueron menos marcadas que las
modificaciones generadas por el sulfito. Gupta (72) hace referencia a las diferencias
de caracteristicas estructurales y lipidicas de la piel entre especies distintas.
Menciona que cada especie posee una composicion lipidica unica a nivel del estrato
corneo lo que podria explicar los diferentes efectos de los terpenos.

Los lipidos intercelulares de la epidermis humana incluyen colesterol, acidos
grasos libres y ceramidas. Las ceramidas en forma de I|aminas ordenadas
comprenden la mayoria de estos lipidos (73). De acuerdo con Bowstra (7) es
fundamental para la funcion de barrera de la piel, el estado en fase cristalina de los
lipidos intercelulares. Esta organizacion en estrato corneo humano ha sido analizada
en afos anteriores por difraccion de rayos X. En la actualidad estos lipidos son
estudiados por sincrotron y microscopia electrénica de criofractura. En los anos

ochenta se incorpor6é ademas la espectroscopia FTIR (7).
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Las modificaciones que producen los terpenos sobre la epidermis fueron analizadas
por Jain y Narisetty con FTIR (74). Utilizaron terpenos al 5% w/v en alcohol en piel
de ratones sumergidas en la solucidon durante 12 horas. Los autores concluyeron
que la disrupcion de los puentes de hidrégeno de las ceramidas por los terpenos fue
el mecanismo posible del aumento de la permeabilidad de la droga en estudio
(hidrocloruro de imipramina).

Los modos vibracionales de los lipidos analizados con FTIR se encuentran en la
region 2600-3800 cm™ (64). En nuestro caso los resultados de los andlisis
estadisticos de los espectros analizados (2600 a 3800 cm™) en la regién espectral
que se refiere a los modos vibracionales CH, correspondientes a las cadenas de los
acidos grasos del grupo control y el grupo tratado con emulsién de terpenos, se
posicionaron en un mismo grupo por similitud. Esto podria significar que la regién de
los acidos grasos de las pieles bovinas tratadas con emulsibn no  sufrid
alteraciones. Este resultado explicaria el escaso efecto de la emulsién de terpenos
sobre la permeabilidad al colorante en el presente trabajo.

Al analizar el proceso de descamacidén del estrato corneo Egelrud et al (75)
propusieron que uno de los mecanismos involucrados en la descamacion era la
protedlisis regulada de las estructuras adhesivas intercelulares. De acuerdo con este
autor seria evidente que una de las enzimas involucradas en el proceso es una
quimotripsina (SCCE, stratum corneum chymotriptic enzyme); esta serinproteasa con
especificidad de sustrato primaria tipo quimotripsina que ha sido clonada y
expresada en células de mamifero, posee propiedades enzimaticas y una
localizacion tisular que permite suponer que es responsable de la degradacién de

partes intercelulares de los
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desmosomas, procedimiento que es prerrequisito de la descamacion(75,76). Por otra
parte, Roberts and Brunt (48) en 1985 analizaron distintas moléculas de adhesion
celular en cultivo de queratinocitos humanos y el efecto que ejercia sobre ellas la
tripsina. Encontraron que la enzima producia pérdida de la adhesion intercelular por
clivar una glicoproteina de PM 126 Kda. A partir del conocimiento actual se puede
afirmar que el efecto obedece a la accion de la enzima sobre una de las familias de
proteinas mas importantes para la adhesion intercelular, las cadherinas que son
glicoproteinas con PM entre 120 y 140 Kda (77). Las cadherinas son componentes
fundamentales de los desmosomas y constituyen el principal mecanismo de unién
intercelular de esta estructura (78,79). A partir de estos antecedentes postulamos
que la pérdida de desmosomas encontrada en todos los casos en que se utilizd
tripsina obedece al efecto de dicha enzima. Sin embargo, el efecto sobre la
separacion celular en los estratos basal y espinoso fue distinto segun el
pretratamiento utilizado, lo que permite especular que distintas sustancias generan
efectos sobre otros mecanismos de union ademas del efecto de la tripsina sobre los
pretratamientos.

Briggaman (80) trabajé con suspensiones de células de epidermis de embriones de
humano sumergidas en tripsina 0,4% durante 45 minutos. Al final del ensayo el
autor observd separacion en la unién dermis epidermis. Las laminas de epidermis
estaban compuestas de todos los estratos, incluido el basal. La dermis, luego de
separarla de la epidermis conservaba la lamina basal coloreada débilmente con
PAS. Zugno (56) describié que la tripsina producia su efecto también sobre la union

dermis-epidermis de la piel bovina.
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Stirtz y Schroder en relacion al proceso de depilado enzimatico analizaron la lamina
basal. Propusieron que las primeras manifestaciones de la accién proteolitica se
producian en la regidon de la lamina lucida de la ldmina basal favoreciendo de este
modo la separacion epidermis/dermis (22). En nuestro estudio la PAS positividad en
la regién de la lamina basal fue encontrada en todos los casos, esta observacion se
vio reforzada por la microscopia electrénica. Los principales componentes de la
lamina basal son proteinas como colageno tipo IV, Ilamininas y entactina. La
permanencia de esta estructura indicaria que estas sustancias no son tan sensibles
al efecto de la tripsina como otras proteinas. Esto podria relacionarse con el tiempo
en que la tripsina actud, ya que en un trabajo previo (81) en que se realizé una
exposicion mas prolongada a la enzima encontramos desprendimiento de la
epidermis con pérdida de esta lamina. Por lo tanto el tiempo de la exposicion a la
proteasa podria ser un factor muy importante para determinar el dafio sobre la
lamina basal. Pese a no haber afectado la afinidad tintorial y la ultraestructura de la
lamina basal, los distintos pretratamientos generaron desprendimiento dermis-
epidermis, especialmente cuando se utilizo sulfito o sulfito y tensioactivo. La lamina
basal se conecta con las células epiteliales por receptores de adhesién (integrinas).
El posible efecto de la tripsina sobre las integrinas explica la separacion entre
epitelio y lamina basal encontrado con algunos de los tratamientos no acompafado
de dafo de la lamina basal.

Durante las ultimas décadas se ha discutido mucho acerca de la importancia de la
absorcion de sustancias, no por la epidermis, sino atravesando los anexos cutaneos.
Especialmente en el ser humano el papel de los apéndices en la penetracion

transdérmica resulta controvertido debido a la escasa cubierta pilosa (menos del
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0,1% de la superficie total) de esta especie (54). En los afios sesenta se realizaron
estudios que concedian a la via folicular escasa importancia en el transporte
percutaneo como consecuencia del predominio de la via intercelular epidérmica que
ocupaba mayor superficie. Sin embargo, resultados de investigaciones posteriores
pusieron en duda este concepto (4,82). Lademann (83) estudi6 in Vitro, mediante
técnicas histolégicas particulas de 320 nm de didametro marcadas con sustancias
fluorescentes en piel de oreja de porcino y observo que las particulas penetraron en
el foliculo luego de friccionar la piel. Para analizar la importancia de la via folicular
Meidan (82) realiz6 ensayos cualitativos en ratones sin pelo con colorantes que
demostraron su acumulacion en el foliculo piloso. Al mismo tiempo la mayor
absorcion de algunos compuestos la observd en humanos en regiones que
presentaban densidad folicular importante. A continuacion, estos estudios fueron
cuestionados ya que a las regiones ricas en foliculos se las asociaba con
corneocitos de pequefio tamafo que podrian influenciar la absorcion. A pesar de la
necesidad de mayor cantidad de datos sobre la intervenciéon de los mecanismos de
transporte pilosebaceo, en los ultimos afos algunas comunicaciones proponen que
la penetracion por esta via podria ser mas importante de lo que se pensaba (34).

En medicina veterinaria, es posible considerar al pelo como barrera inicial en la
aplicacién topica de medicamentos en varias especies, ya que es capaz de reducir el
contacto de la piel con la formulacion. EI numero de foliculos varia de acuerdo a la
especie y a la regién anatdémica. Los humanos poseen 40-70 foliculos/cm?, los
bovinos 890/cm?, los ovinos 10.000/cm?* . Ante una importante pilosidad los
apéndices cutaneos se transforman en vias de difusion muy utiles debido a la

disminucién del espesor del estrato corneo a este nivel y a la menor resistencia
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de las células epiteliales que lo recubren (8,72). Magnusson (43) menciona a los
foliculos pilosos, glandulas sebaceas y sudoriparas como vias que a través del
estrato corneo facilitan la absorciéon de sustancias tdpicas. De este modo y de
acuerdo con este autor las areas cubiertas de pelo presentarian mayor superficie
disponible para la absorcion transdérmica y la densidad de foliculos pilosos seria un
factor determinante del aumento de la permeabilidad. Este autor también propone
que el transporte “via apendicular” en vaca y oveja podria ser mas importante que el
trans e intercelular a nivel de la epidermis. A su vez este aumento estaria
relacionado con las invaginaciones del estrato corneo las que incrementarian el
area de superficie. De este modo las regiones cubiertas de pelo abarcarian una
superficie mayor disponible para la absorcién transepidérmica (43). En nuestro
trabajo la importancia de esta via fue muy evidente en las muestras coloreadas con
azul de metileno, en las que cuando existié permeabilidad, esta se manifesté mucho
mas alrededor de los foliculos pilosos. Vale destacar que el pretatamiento con sulfito
de sodio fue fundamental para que esto ocurriera. Cantera (33) considera que la
tripsina probablemente atraviese el estrato corneo  por las aberturas que
representan los foliculos pilosos, esta difusion puede ser asistida por un tratamiento
alcalino moderado y la accién de tensioactivos y solventes apropiados. Sin embargo,
nosotros encontramos que el agregado de tensiactivos o urea disminuian el efecto
del sulfito sobre la permeabilidad.

Durante el depilado y previo al curtido, se extraen el pelo, la epidermis, las proteinas
no colagenosas y la sustancia interfibrilar cementante localizada en la superficie de
la fibrilla. El proceso de curtido incluye el efecto de empaquetar el colageno sin

dafar su estructura y rellenar los espacios de la dermis (26, 28, 84). En trabajos
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previos se destaco la importancia de controlar la actividad enzimatica sobre el
colageno ya que sin esta supervision se corre el riesgo de alterar la calidad del cuero
final (33). Einbinder en 1966(85) analiz6 histolégicamente el efecto de la tripsina
2,5 mg/10 ml en buffer tris 0,05M, 37°C durante 30, 90 minutos vy a intervalos de
4horas sobre piel de humano sumergida en esta solucidn. El autor observé que
luego de 4h el colageno se separaba en fibrillas en la dermis y atribuyé este efecto
a la pérdida de sustancia cementante por accién de la enzima. Cantera (86) resumié
opiniones de especialistas que analizaban el proceso de depilado enzimatico y
también aludié a que este tipo de depilado era el producto de proteasas que
hidrolizaban y eliminaban proteoglicanos ubicados en los espacios interfibrilares,
alrededor del foliculo y en la lamina basal. Riffel en 2003 trabajé con proteasas
extracelulares de bacterias queratinoliticas de potencial uso en el depilado
enzimatico. Sumergié piel de bovino durante una noche a 25°C en soluciones de
enzima, como control utilizé piel sin enzima a la misma temperatura. Al finalizar el
ensayo no observo diferencias entre el colageno tratado y el control (87). Sin
embargo, en un ensayo preliminar a esta tesis aplicada en muestras de piel de
bovino sumergidas en combinacién de proteasas durante 17 horas, encontramos
cambios en la afinidad tintorial de las fibras colagenas utilizando coloracién
tricromica de Masson (81).En el presente trabajo, en cambio, la coloracion de las
fibras colagenas no se alterd. Pero si se observd desorganizacion del patron fibrilar
del colageno cuando se realiz6 un pretratamiento con sulfito de sodio solo, y no
cuando se lo combinaba con otras sustancias. Este resultado se vio corroborado por
microscopia electronica. Por lo que la alteracion observada en los casos en que se

aplicé sulfito solo es negativa para el proceso de curtiembre. El uso de productos
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como tensioactivos o emulsién de terpenos disminuyen notoriamente los efectos
negativos del sulfito sobre el colageno. Es interesante que el agregado de
tensioactivo detiene los efectos deletéreos sobre el colageno pese a generar una
buena penetraciéon de colorantes.

La accién prolongada de las enzimas proteoliticas sobre la dermis desmerece la
integridad con pérdida de elasticidad de la capa flor (29). En los experimentos
realizados para la presente tesis, en ningun caso se observaron alteraciones en las
fibras elasticas en los cortes coloreados con orceina (87). Riffel trabajé con piel
bovina sumergida en un medio con proteasas extraidas de tres cepas de bacterias
queratinoliticas. Al examinar las pieles luego del ensayo observd que las fibras
elasticas se presentaban desorganizadas. Diferentes proteasas poseen efectos
distintos sobre las fibras elasticas. La elastasa hidroliza a la elastina rapidamente, en
cambio la tripsina y la quimotripsina lo hacen con lentitud extrema. Esto se explicaria
porque la elastina es un sustrato mas pequefio que no se inmoviliza lo suficiente en
la superficie de la enzima para que tenga lugar una reaccién rapida (88,89). Por lo
tanto la necesidad de un mayor tiempo de exposicion a la tripsina para que se
manifieste el efecto hidrolitico sobre las fibras elasticas podria ser la causa de la

diferencia entre los resultados de Riffel y los nuestros.
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. CONCLUSIONES

Los estudios realizados en este trabajo permiten concluir que:

Todos los pretratamientos utilizados previamente a la tripsina, generaron cambios de
distinta intensidad en la morfologia de la piel bovina y en la permeabilidad de esta
a los colorantes.

Es importante la participacion de la unidad pilosebacea en la permeabilidad de la
piel bovina.

En todos los grupos experimentales, la tripsina generd pérdida de los desmosomas.
La lamina basal, en cambio, no fue afectada por la tripsina, el tiempo de exposicidon
a la enzima podria ser un factor muy importante para explicar las diferencias entre
este resultado y el de estudios previos.

El sulfito de sodio, utilizado como pretratamiento, generé ruptura de la capa cornea,
separacion dermis epidermis, aumento de la difusibn de colorantes vy
desorganizacioén del patron fibrilar del colageno.

Los efectos del sulfito de sodio disminuyeron cuando este se combiné con urea.
Los lipidos intercelulares del estrato corneo no fueron modificados por ninguno de
los pretratamientos, ni siquiera por la emulsion de terpenos.

A partir de nuestros resultados se puede considerar que el uso de terpenos y
tensioactivos no mejorarian las posibilidades de depilado y si lo haria el sulfito de

sodio.
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