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Actividad desarrollada

En el transcurso de este periodo se estudid sobre piel de bovino el protocolo de
trabajo que utiliza extracto enzimatico a partir de cultivo sélido de Trichophyton

ajelloi durante la etapa de ribera en el proceso del curtido para evitar el uso de

sulfuro de sodio en el depilado (Galarza 2013)

La etapa de ribera incluye un conjunto de operaciones mecanicas y quimicas
destinadas a eliminar de la piel los componentes innecesarios para la produccion de
cuero. Este tramo comprende las fases de remojo, depilado y purga. Al mismo
tiempo, esta piel tratada con enzimas se comparo con pieles sin tratar y con pieles a
las que se les aplico el proceso convencional de depilado a base de sulfuro de sodio.

En este trabajo fueron empleadas distintas técnicas para poner en evidencia ‘las
huellas’ dejadas sobre la epidermis y dermis de la piel de bovinos durante la
aplicacién de las enzimas (Garro 2008). La accién prolongada de las enzimas sobre
el colageno de la dermis perjudica su integridad dando lugar a efectos no deseados
como pérdida de elasticidad. Es importante controlar la actividad enzimatica y evitar
que se extienda al colageno desmereciendo la calidad del cuero final.

a. Microscopia Electrénica de Barrido (MEB)

En el caso de muestras de piel es necesario trazar un protocolo de deshidratacién y
fijacidon con la intencion de encontrar el tratamiento que permita su observacién con
microscopia electronica de barrido (MEB) ya que en la bibliografia consultada no se
describe el modo de preparar estas muestras para su observacién. La MEB es una
técnica que se utiliza en los trabajos de tecnologia del cuero.

Se realizé una prueba de deshidratacion de pieles frescas de bovino sin tratamiento,
conservadas a 5°C. Las muestras se cubrieron con acetona 4% durante15 h. A
continuacion, el reactivo se reemplazé por acetona 100%, 24 h. Al finalizar esta
secuencia se coloco el material en desecador hasta que no desprendio olor.

Como parte del acondicionamiento de material, se determiné el punto critico de la
muestra para evitar la deformacion del tejido. Punto critico es un procedimiento por
el cual se extrae con didxido de carbono el agua que no pudo ser eliminada en la
deshidratacion de las muestras que seran observadas con MEB (Sarmiento 2012).
Trozos de piel de 1 cm de lado se analizaron con el microscopio electronico de
barrido (Jeol 6360 LV) del Museo de Ciencias Naturales de La Plata.



Al finalizar esta prueba, la piel presentaba aspecto de haber sido deshidratada en
exceso (figura 1). Por este motivo se decidi6 intentar la observacién del material sin
fijar ni deshidratar. Piel conservada a -15°C se expuso a temperatura ambiente y se
analizé con el microscopio electronico de barrido del Laboratorio de Investigaciones
de Metalurgia Fisica (LIMF) de la Facultad de Ingenieria, UNLP. Este microscopio se
utilizé en modo ambiental, modo que permite analizar material que necesita
mantener una humedad relativa en la camara del microscopio, sin alto vacio, para
evitar la deformacién de la muestra. Con esta técnica fue posible obtener una
imagen que permitié observar las células de la cuticula y médula del pelo (figura 2).

Figura 2. Piel sin deshidratar, se observan las células de la cuticula y la médula del pelo. 500 X

b. Técnicas histologicas

e Inclusion en parafina
Los pasos en el procesamiento de tejidos; deshidratacion e infiltracion en parafina
comprendieron la extraccion del agua tisular y su reemplazo por sustancias que

solidifican y permiten efectuar cortes para su posterior coloracién y observacion
microscopica.
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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 concentracién 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 continuacion, se
incluyd 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 fusién de la parafina utilizada (56-58°C). Esta etapa se
realizd en forma gradual, efectuando dos bafios de 24 h en las condiciones
descriptas.

Al terminar esta etapa con la parafina liquida y transparente, el tejido se orientd con
pinzas recalentadas dentro del cassette de inclusidn 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 microtomo de deslizamiento marca Reichert. Se realizaron
cortes de 6 ym 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 (Prophet
1992).

e 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 concentracién decreciente por las que transitaron en pasajes de cinco
minutos cada uno, hasta llegar al agua destilada para luego realizar la coloracién.
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 con
el medio de montar sintético o natural y el cubreobjetos. Ademas de la tincién
histologica tradicional de hematoxilina eosina, se utilizd la coloracion tricromica de
Masson.

Coloracion de hematoxilina eosina

Se realizo 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.

11



La coloracién hematoxilina eosina es la mas utilizada en la practica histolégica. La
hematoxilina es un colorante basico selectivo (tifie estructuras acidas que son
basdfilas como el nucleo y las regiones del citoplasma con abundante ARN). En
histologia, para obtener suficiente contraste de color en los cortes, se acostumbra a
colorear con un colorante acido y uno basico. Acidofilia proviene de la capacidad de
colorear con colorantes acidos, basofilia con colorantes basicos. En la nomenclatura
histoquimica un colorante acido es una sal en que el anién esta tefido (aniénico) y a
su vez es capaz de formar una unién salina (unién electrostatica) con un grupo
tisular de carga positiva. Por el contrario, un colorante basico (catidénico) es capaz de
formar una unién salina con un grupo tisular de carga negativa.

La hematoxilina es un colorante de origen natural, se extrae de la madera central del
palo de Campeche, originario de Méjico. Originalmente se lo utilizaba para oscurecer
telas. La hematoxilina no es un colorante por si mismo, sino que debe formar un
compuesto oxidado: la hemateina. En la solucién de Mayer la oxidacion se realiza
con iodato de sodio. La oxidacidon quimica permite que se pueda utilizar
inmediatamente luego de su preparacion.

La eosina es un colorante artificial acido, colorea estructuras basicas como los
componentes basicos de las proteinas citoplasmaticas que, por lo tanto, son
aciddfilas. Quimicamente son xantenos (Catedra de Histologia, Facultad de Ciencias
Veterinarias, UNLP. 2012)

Coloracion tricromica de Masson
La coloracién se desarrollé de la manera siguiente:

Hidratacién en agua destilada.

Coloracion con hematoxilina de Mayer 3 min.

Viraje en agua corriente.

Coloracion con ponceau de xilidina+ fucsina acida (solucion de Masson) - 5 min.
Dos lavados con agua corriente y uno con agua destilada.

Aplicacion de acido fosfomolibdico 1% en solucion acuosa - 1 min.

Aplicacion de verde luz durante 1 min.

Con esta técnica fue posible distinguir el citoplasma de las células epiteliales de color
rosado y las fibras de colageno verde. El término “coloracién tricromica” se utiliza en
técnicas empleadas en la demostracion selectiva de diferentes tejidos. En base a la
acidez de las soluciones colorantes utilizadas para diferenciar el tejido conectivo, se
tinen distintas estructuras celulares. Se desconoce el fundamento quimico de la unién
de los colorantes y los componentes titulares debido a que estos métodos no son
especificos desde el punto de vista histoquimico (Bancroft 2008, Geneser 2000).
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En los cortes de las muestras control sin tratamiento, la disposicion y las propiedades
tintoriales de las fibras colagenas fueron las esperadas con las técnicas utilizadas,
observandose de color rosado en los cortes coloreados con hematoxilina y eosina y
verdes en los que se utilizo la técnica tricromica (Figuras 3a-4a).

En muestras tratadas 48 h con enzima y tensioactivo se observé desorganizacién del
colageno, pérdida de estratos a nivel epidermis y separacion dermis epidermis. En los
foliculos pilosos se perdieron las vainas epiteliales (Figuras 3b-4b).

Figura 3.

i 1)
Figura 4
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