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Resumen

Realizamos el estudio experimental de la administracion
transdérmica de tinta china mediante el equipo TDES
(Dercont-Dell®, Murcia, Espafia) en cobayas.

Aplicamos 5 ml de la suspension de tinta china al
5% en liposomas de lecitina de soja sobre una zona de
3 x 6 cm del lomo de cobayas, mediante el cabezal
emisor de ondas electromagnéticas del equipo TDES,
durante 20 minutos. Por otro lado, aplicamos a
algunos de los animales controles la tinta china sin las
ondas electromagnéticas, y a otros, el cabezal con ondas
sin tinta china.

Realizamos el estudio microscopico Optico y elec-
tronico mediante biopsias en sacabocados tomadas
inmediatamente después del tratamiento, a las 24, 48,
72y 96 horas, y a los 26 dias.

El resultado més relevante en las zonas tratadas fue
el hallazgo de depésitos de tinta china en epidermis y
dermis, que eran més extensos a partir de las 24 horas.
No observamos alteraciones morfoldgicas Opticas ni
ultraestructurales, lo que demuestra la idoneidad del
modelo experimental puesto a prueba.

Introduccioén

La denominada via transdérmica representa una alter-
nativa a las vias tradicionales de administracion de
principios activos y farmacos, con las ventajas de su
facil accesibilidad y disponibilidad, ademas de sus efec-
tos sistémicos, como lo demostrado en estudios con
hormonas, vasodilatadores, bloqueantes de receptores,
etcétera. Estas caracteristicas permiten evitar, por lo
tanto, los efectos colaterales indeseables de las otras
vias.® Uno de los inconvenientes mas importantes es
que el paso de numerosas sustancias a través de la piel
es muy lento o0 escaso, por lo que durante la Gltima
década se han efectuado diversas investigaciones dirigi-
das a desarrollar procedimientos, tanto quimicos como
fisicos, que faciliten el paso a través de la piel.* Entre
estos Ultimos se destaca la iontoforesis, capaz de intro-
ducir determinadas sustancias a través de la piel
mediante corrientes de bajo voltaje por un mecanismo
de electropulsion. Sin embargo, existe el riesgo de que
origine reacciones adversas, con formacion de radicales
libres; por ello es importante conocer la polaridad de
las sustancias y, ademas, hidratar bien la piel.

Otra técnica mas reciente es la electroporacion, que,
a través de cargas eléctricas u ondas electromagnéticas,
es capaz de introducir sustancias por un mecanismo de
electropermeabilidad de la membrana celular, sin ries-
go de ionizacion. Mediante pulsos cortos de alto volta-
je origina un cambio temporal en la permeabilidad de
la membrana celular, a diferencia de la iontoforesis, y
permite, asi, el paso de iones y moléculas de mayor
tamafio, como péptidos, proteinas, etcétera.>

El objetivo de nuestro trabajo es demostrar expe-
rimentalmente la incorporacion transdérmica de
tinta china en cobayas, mediante el emisor de ondas
electromagnéticas de alta frecuencia TDES
(Dercont Dell®, Murcia, Espafia).
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Figura 1. Caracteristicas microscopicas.

A) Microscopia 6ptica control A: depésitos de tinta china en la
superficie del estrato cérneo que muestran el tipico aspecto en hojal-
dre (H.E. 125X).

C) M.O.: zona tratada a partir de las 24 horas. Pigmento en macréfa-

gos de la dermis papilar (H.E. 500X).

Material y métodos

Hemos utilizado 10 cobayas (5 tratadas y 5 controles) del ani-
malario (SACE) de la Universidad de Murcia (licencia n°®
30030 2-AB del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimen-
tacion, orden 13-10-1988).

Los animales fueron sedados con 0,3 ml de clorhidrato de
ketamina por via intramuscular (Imalgene 1000, Merial®).
Posteriormente, rasuramos una zona del lomo, la lavamos
con jabon neutro y la secamos. A continuacion, aplicamos

B) M.O.: inmediatamente después del tratamiento.

D) M.O. idem: depdsitos de pigmento en estrato cérneo con imagen

en hojaldre, epidermis y foliculo piloso (H.E. 312,5X).

mediante goteo 5 ml de la suspension de tinta china al 5%
en liposomas de lecitina de soja, en una zona cutanea rasura-
da de 3 x 6 cm, y deslizamos el cabezal emisor del aparato de
ondas electromagnéticas de alta frecuencia TDES durante 20
minutos. Una vez terminada la sesion, procedimos de nuevo
a lavar la zona tratada con jabdn neutro y a secarla.

Con los animales control, realizamos a su vez 2 grupos:

A. En uno, aplicamos la suspensién de tinta china ya descri-
ta en una zona cutanea de caracteristicas similares, con el cabe-
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Figura 2: Microscopia electronica de transmision.
A) Estrato cérneo y granuloso: particulas de tinta china de borde
angular y granulos de queratohialina redondeados (3850X)

zal, sin emitir ondas electromagnéticas (equipo desconectado)
y durante el mismo tiempo.

B. En otro, aplicamos el cabezal con emision de ondas en
una zona cutanea de similares condiciones, pero sin adminis-
trar la tinta china.
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F) M.O. idem dermis: pigmento alrededor de los vasos y entre las
fibras (H.E. 230X).

B) Detalle de las particulas de tinta china en queratinocito del estra-

to granuloso y entre los tonofilamentos (4250X).

Realizamos biopsias en sacabocados de las zonas cutaneas
tratadas y controles, inmediatamente después del tratamiento,
alas 24, 48, 72, 96 horas y a los 26 dias.

Para el estudio microscopico dptico, las muestras fueron fijadas
en formol neutro tamponado al 10%, durante al menos 24 horas,
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C) Particulas de tinta china entre haces de fibras colagenas de la
dermis, algunas envueltas por membrana (porcion central) (8500X).

y después fueron procesadas por el método habitual para su inclu-
sion en parafina. De los bloques realizamos secciones seriadas de
4 micras, que fueron tefiidas con hematoxilina-eosina.

Para el estudio de microscopia electronica de transmision,
fragmentos cutaneos de 1 mm? fueron fijados en Karnosky y
posfijados en tetradxido de osmio; tras la deshidratacion de las
muestras y el aclarado con 6xido de propileno, se las impreg-
no con resinas epoxy. Las secciones ultrafinas fueron contras-
tadas con acetato de uranilo y citrato de plomo. El estudio
ultraestructural y fotografico se realiz6 con un microscopio
electrénico ZEISS EM 10c.

Resultados

Todas las muestras cutaneas de las zonas tratadas con tinta
china a las que aplicamos el equipo TDES mostraban image-
nes morfolégicas superponibles, que, no obstante, variaban en
relacion con el momento de la biopsia. Las imagenes de las
muestras tomadas inmediatamente después del tratamiento se
podian superponer por completo, asi como las tomadas en
otros momentos (a las 24, 48, 72 'y 96 horas, y a los 26 dias).

Observamos diferencias entre ambos grupos y, por supuesto,

entre el grupo de las zonas tratadas y ambos grupos control.

I. Caracteristicas morfoldgicas de las zonas cutaneas tratadas:
A) Biopsias realizadas inmediatamente tras el tratamiento:
a. Estudio con microscopio 6ptico: todas las muestras cutaneas

presentaban depositos de un pigmento negro brillante, o sea, tinta

china, que se disponian en numerosos cumulos pequefios locali-

D) Detalle de las particulas angulares entre las fibras de colageno
(9300X).

zados indistintamente por encima del estrato cérneo, entre sus
capas, asi como en la epidermis y los poros foliculares. En ningu-
na de ellas observamos que el pigmento formara parte de los ane-
jos intradérmicos ni en dermis (Fig. 1C).

b. Estudio con microscopio electronico: confirmd la presen-
cia de pigmento en el estrato corneo, el espinoso y los poros
foliculares, bajo la forma de pequefios cimulos de particulas
geomeétricas con contornos angulares afilados, que se destaca-
ban respecto de los granulos de queratohialina del estrato gra-
nuloso, por ser éstos de forma redondeada y ovoide, con con-
tornos curvos (Figs. 2 Ay B).

B) Biopsias a las 24, 48, 72 y 96 horas, y a los 26 dias:

a. Estudio con microscopio Optico: todas las muestras de las
distintas biopsias presentaban caracteristicas morfoldgicas
superponibles, que se caracterizaban por la presencia de mal-
tiples dep6sitos de pigmento, similares a los descritos en el
grupo anterior, pero en distintos niveles cutaneos, en las célu-
las basales de la epidermis y de los foliculos pilosos, asi como
en la dermis papilar y reticular, donde se localizaban preferen-
temente alrededor de los vasos y de las glandulas sebaceas y
sudoriparas (Figs. 1 D, E, Fy G).

b. Estudio con microscopio electronico: se observaban
caracteristicas similares a las del grupo anterior, asi como par-
ticulas de tinta china en diferentes lugares de la epidermis y
dermis (Figs. 2 B, Cy D).

I1. Caracteristicas morfoldgicas de las zonas controles:

A) Las zonas cuténeas tratadas exclusivamente con la sus-
pension de tinta china, sin ondas electromagnéticas, mostra-
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ban en las biopsias inmediatas al tratamiento algunas particu-
las de pigmento de caracteristicas Opticas y electronicas simila-
res a las descritas en los grupos anteriores, pero localizadas
exclusivamente sobre el estrato corneo (Figs. 1 By 2 A).

B) Las zonas cutaneas a las que aplicamos exclusivamente las
ondas sin tinta china no mostraban depdsitos de pigmento ni
alteraciones microscdpicas opticas, ni electronicas.

En ninguna de las numerosas muestras cutaneas estudiadas
en todos los animales utilizados en el trabajo observamos en el
nivel del epitelio y los anexos cutaneos, ni en la dermis, altera-
ciones microscdpicas ni ultraestructurales de tipo necrosis, ni
lesiones ultraestructurales del tipo vacuolizacion celular, tume-
faccion de organelas, alteraciones de las membranas, cambios
nucleares y de la cromatina, etcétera.

Discusioén

La via transdérmica es una opcion frente a las tradicionales vias
de administracién de principios activos y farmacos (oral, intra-
muscular e intravenosa), con dos ventajas: es facil acceder a la
piel y, al ser la piel el drgano mas extenso del cuerpo, es posible
conseguir efectos sistémicos y evitar los efectos colaterales inde-
seables que a veces presentan las vias oral o parenteral.2¢* Uno
de los procedimientos fisicos desarrollados durante la Gltima
década con el fin de facilitar la eficacia transdérmica es la elec-
troporacion, que ha permitido el paso de distintas sustancias,
como quedd demostrado en estudios experimentales previos,*
en el tratamiento de procesos inflamatorios™* y neoplasicos,*
tanto en humanos*** como en modelos animales.”

En nuestro trabajo hemos podido estudiar el paso de macro-
moléculas de tinta china (constituidas por particulas de carbon
micronizado, sulfato de hierro, goma adherente y componente
graso), en suspension, en liposomas de lecitina de soja, a través
del estrato cdrneo y la epidermis, asi como por los foliculos pilo-
s0s hasta distintos niveles de la dermis. Alli las moléculas se sit0-
an, como en los tatuajes, tanto en el interior de los macréfagos,
como entre las fibras de colageno, y en la proximidad de los ane-
jos y vasos dérmicos, como demuestra el estudio con microsco-
pio Gptico y electronico realizado. Dicho paso fue mediado por
las ondas electromagnéticas de alta frecuencia emitidas por el
equipo TDES (Dercont Dell®), puesto que en los controles,
donde sélo aplicamos la tinta china sin ondas electromagnéticas,
apenas observamos pequefios depdsitos de pigmento, exclusiva-
mente localizados en la capa mas superficial del estrato cérneo,
pero nunca en las zonas epidérmicas profundas.

Ademas, la aplicacion de las ondas del aparato TDES no ori-
ginan en nuestro modelo experimental ningln tipo de altera-
cién morfoldgica, macroscdpica, microscopica ni ultraestructu-
ral en ninguna de las muestras cutaneas de las zonas tratadas ni
en los controles a los que aplicamos las ondas electromagnéti-
cas sin la tinta china. Observamos, ademas, que el estrato cor-
neo mantenia su tipico aspecto normal en hojaldre, pues de
haber ocurrido quemadura, por leve que fuese, el estrato cor-
neo tendria un aspecto compacto homogéneo e intensamente
eosinofilo. Tampoco observamos con el microscopio electréni-
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€0 necrosis, ni siquiera imagenes de homogenizacion nuclear ni
citoplasmética, ni los signos ultraestructurales caracteristicos de
dafio celular, tales como tumefaccion y vacuolizacién de orga-
nelas, irregularidad y fragmentacion de membranas, vacuoliza-
cion nucleolar y marginacion de la heterocromatina nuclear,
como los que fueran descritos de forma constante en estudios
previos por la accidn de distintos agentes lesivos o tratamien-
tOSIIB-ZZ

Por ultimo, el cobaya ha demostrado ser un buen modelo
experimental en el estudio de la via transdérmica; en este sen-
tido, nuestro trabajo confirma los estudios previos de
Panchangnula.®® El cobaya es un animal décil, de facil manejo,
no agresivo y cuya piel es, junto con la del cerdo, la que mues-
tra mayor similitud con la humana.

Conclusion ...

Nuestro trabajo ha demostrado la eficacia del equipo
TDES en el paso transdérmico de una sustancia com-
puesta por macromoléculas (tinta china), sin originar
alteraciones morfoldgicas ni ultraestructurales, asi como
la idoneidad del cobaya como modelo experimental.
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