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1. Introduccion

Indudablemente existen diferentes contaminantes en nuestro medio ambiente
que pueden afectar en algun determinado momento nuestro organismo. Es por ello
que en este trabajo se estudid la permeacion de un hidrocarburo aromatico
(fenantreno) a través de la piel, considerando que puede ser un contaminante del
suelo, con el que cualquier persona puede entrar en contacto. Es bien sabido que
existen diferentes medios de intoxicacion, pero se ha tomado muy poco en cuenta la
via transdérmica.

La piel se considera como una envoltura de proteccion para todo nuestro
organismo, ademas de ser un 6rgano completamente complejo, ya que a través de
ella secretamos diferentes sustancias como: agua en forma de sudor, lipidos,
farmacos, etc. Asi como estas sustancias son secretadas, hay sustancias que
pueden penetrar a través de ella. Esta propiedad de la piel es muy Gtil en el
transporte de farmacos con accidn sistémica o tépica ya que cuenta con diferentes

rutas de absorcion.

No obstante, las rutas de absorcion percutanea también pueden ser usadas
por otras sustancias que se encuentran en el medio ambiente y con las que la piel
puede entrar en contacto. Aunque algunas de estas sustancias pueden ser

inofensivas para el organismo, existen otras que pueden ser realmente toxicas.

A pesar de que los hidrocarburos se consideran como agentes cancerigenos, los
cuales los podemos encontrar en una gran variedad de productos quimicos como:
lacas, barnices, pinturas, derivados de petréleo, contaminantes como el humo del
escape de los autos, en la combustion en general y en los derrames petroleros,
pero poco se ha estudiado acerca de la penetracion a través de la piel, de estos

contaminantes



2. Marco teodrico

2.1. Hidrocarburos aromaticos Policiclicos .

Los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAPs) han estado presentes
como contaminantes desde los inicios de la vida del hombre, ya que son
compuestos naturales presentes en el medio ambiente. Sin embargo, el crecimiento
industrial ha puesto un aumento de gran nimero de contaminantes en el entorno

natural, entre ellos los HAPs.

El estudio cientifico de los HAPs y sus efectos datan de 1775, al atribuirse el
cancer padecido por los limpiadores de chimeneas a la exposicion del hollin y la
ceniza que suponia su actividad. Investigaciones posteriores sugirieron que los
agentes causantes del cancer eran los HAPs contenidos en el hollin. A lo largo de
los afios 30 se demostrd que algunos de los HAPs presentaban un fuerte potencial

cancerigeno, mientras se estudiaban similares propiedades de otros.

La familia de los HAPs es un grupo de hidrocarburos que consisten en
moléculas que contienen dos o mas anillos aromaticos de 6 carbonos fusionados.
Los anillos fusionados son aquellos que comparten dos atomos de carbono y un
enlace entre ellos. Como caracteristica comun presentan una baja solubilidad en
agua, ademas de ser la mayoria de ellos lipofilicos. A medida que aumenta el
nimero de anillos aromaticos fusionados, como en antraceno y fenantreno,
continta decreciendo la energia de resonancia por anillo y los compuestos se hacen

mas reactivos.



Los HAPs constituyen una clase muy amplia de compuestos, y durante la
combustién incompleta o la pirélisis de materia organica pueden liberarse cientos
de substancias distintas, que son una fuente importante de exposicion humana. Los
estudios de diversas matrices aplicables al medio ambiente, como los efluentes de
la combustion de carbon, los gases de escape de los vehiculos de motor, el aceite
lubricante de motores usados y el humo del tabaco, han demostrado que los HAPs
de esas mezclas son los principales responsables de su potencial carcinogénico.
Existen diferentes hidrocarburos aromaticos los cuales son potenciaimente
carcinogenicos, pero para nuestro estudio utilizamos el fenantreno que es un HAPs

que esta formado por tres anillos aromaticos, como se muestra en la figura 1 e ¢

al. 1998)

T WO oY

NAFTALENO ANTRACENO BENZO(AJPIRENO

PIRENO BENZO(A)JANTRACENO  FENANTRENO

Figura 1. Estructuras de los Hidrocarburos "¢ 2001



2.1.1. Identidad, propiedades fisicas y quimicas y métodos analiticos

El término “hidrocarburos aromaticos policiclicos” se refiere en general a una
clase muy amplia de compuestos organicos de dos o mas anillos aromaticos
condensados formados por atomos de carbono y de hidrégeno. A temperatura
ambiente, los HAPs son sdlidos, con puntos de fusidon y ebullicion elevados y
solubilidad en agua muy baja, que tiende a disminuir con el aumento de peso
molecular. También son solubles en muchos disolventes organicos y muy lipofilicos.
Desde el punto de vista quimico son bastante inertes. Las reacciones que tienen
interés con respecto a su destino en el medio ambiente y a las posibles fuentes de
pérdida durante el muestreo atmosférico son la fotodescomposicion y las reacciones
con oxidos de nitrogeno, acido nitrico, 6xido de azufre, ozono y radicales hidroxilo.

Se toman muestras del aire del ambiente recogiendo particulas suspendidas
en filtros de fibra de vidrio, de politetrafluoroetileno o de fibra de cuarzo mediante
muestreadores de alto volumen o pasivos. Los HAPs en fase de vapor, podrian
volatilizarse de los filtros durante el muestreo, por lo que se suelen retener por
absorcion en espuma de poliuretano. La fase de muestreo es la fuente mas
importante de variabilidad de los resultados.

Se han descrito numerosas técnicas de extraccion y purificacion. En funcion a
la matriz, los HAPs se extraen de las muestras con un aparato de Soxhlet, por
ultrasonido, mediante reparto liquido-liquido o tras la disolucién o la digestion
alcalina de la muestra con un disolvente selectivo. También se ha utilizado la
extraccion de fluidos supercriticos a partir de diversos solidos del medio ambiente.
La eficacia de la extraccion depende en gran medida del disolvente utilizado aunque
muchos de los que se utilizaban en el pasado no eran apropiados. Las muestras
extraidas se suelen purificar por cromatografia en columna, en particular sobre
alimina, silica gel o Sephadex LH-20, pero también por cromatografia en capa fina.

La identificacion y la cuantificacion se realizan habitualmente mediante
cromatografia de gases con deteccién por ionizacion de llama o mediante

cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) con deteccion por ultravioleta o



fluorescencia, generalmente en serie. En la cromatografia de gases se utilizan
columnas capilares de silice fundida con polisiloxanos (SE-54 y SE-52) como fases
estacionarias; en HPLC se suelen utilizar columnas de silice -C18. Con frecuencia
se acopla un detector de espectrometria de masas o una columna de fase gaseosa

a fin de confirmar la identidad de los picos (-6¢ & 2 1976: Hertel et. al. 1998 )

2.1.2. Fuentes de exposicion humana y ambiental

Es poca la informacién disponible acerca de la produccién y elaboracion de
HAPs, pero es posible que solo se desprendan pequefas cantidades como
resultado directo de algunas actividades. Los HAPs que se encuentran se utilizan
sobre todo como productos intermedios en la produccién de cloruro de polivinilo y de
agentes plastificantes (naftaleno), pigmentos (acenafteno, pireno), tintes (antraceno,

fluoranteno) y plaguicidas (fenantreno).

Las mayores emisiones de HAPs se derivan de la combustion incompleta de
materia organica durante procesos industriales y en otras actividades humanas, en

particular:

o Elaboracion de carbdn, de petréleo crudo y de gas natural, incluida la
coquificacion de carbono, el refinado de petréleo y la produccién de negro de
humo, de creosota, de alquitran de hulla y de betdn.

Calefaccion en centrales de energia y en residencias y cocinado.

Combustién de basura.

Trafico de vehiculos de motor.

Humo de tabaco en el medio ambiente.

0O 0D 0O O O

Produccion de aluminio (principalmente en anodos especiales de carbono),
de hierro y de acero y los aglutinantes utilizados en la arena de moldeo de las

fundiciones.



En cocinas y calefaccion de viviendas: Los principales componentes que se
emiten son fenantreno, fluoranteno, pireno, y criseno. Las emisiones de los hornillos
de lefia son 25-1000 veces superiores a las que se producen en los de carbén. En
las zonas donde predomina el uso de lefia en las viviendas, la mayor proporcion de
HAPs en suspensiones pueden derivarse de esta fuente, especialmente en invierno.
Por consiguiente, se supone que la liberacién de HAPs en la calefaccion de las
viviendas es una fuente importante en los paises en desarrollo, donde con

frecuencia se quema biomasa en hornillos relativamente simples “/H° 1987,

Cocinado: Pueden emitirse HAPs durante la combustion incompleta de

combustibles, del aceite de cocina y de los alimentos que se cocinan.

Trafico de vehiculos de motor: Los principales compuestos que se liberan de los
vehiculos de gasolina son el fluoranteno y el pireno, mientras que en los gases de
escape de los vehiculos de motor de diesel abundan el naftaleno y el acenafteno.
Aunque los motores de gasolina emiten una proporcion elevada de ciclopentapireno,
su concentracion en los gases de escape de los motores diésel esta apenas por
encima del limite de deteccion. Las tasas de emision, que dependen de la sustancia,
el tipo de vehiculo, estado del motor y las condiciones de prueba, oscilan entre unos
pocos nanogramos por kilémetro y >1000mg/Km. Las emisiones de HAPs de los

vehiculos de motor se reducen enormemente con la instalacion de catalizadores.

Incendios forestales: En los paises con grandes superficies forestales, los incendios

pueden contribuir de manera importante a las emisiones de HAPs.

Centrales eléctricas de carbon: Los HAPs que se liberan en la atmésfera a partir de
dichas centrales son sobre todo compuestos de dos o tres anillos. En las zonas
contaminadas, los niveles de HAPs en el aire pueden ser mas elevados que los de

los gases de chimenea.



Incineracion de basura: Las emisiones de HAPs en los gases procedentes de este

tipo de incineracion fueron en varios paises <10mg/m? V"0 1987),

2.1.3. Niveles ambientales y exposicion humana

Los HAPs, especialmente los de mayor peso molecular, cuando se
incorporan al medio ambiente a través de la atmdsfera se adsorben en las particulas
en suspension. La hidrosfera y getdsfera se ven afectadas de manera secundaria por
la disposicion humeda y seca. La madera conservada con creosota es otra fuente
de liberacion de HAPs en la hidrosfera, y la disposicién de desechos contaminados,
como fangos de alcantarillado y cenizas en suspensién, contribuye a las emisiones
de HAPs en la gedsfera. Hay poca informacion acerca del paso de HAPs en la
biosfera. Hay HAPs presentes naturalmente en la turba, el lignito, el carbén y el
petréleo crudo. La mayoria de los HAPs de las antracitas estan fuertemente unidos

a la estructura del carbono y no se pueden lixiviar.

La liberacion de HAPs en el medio ambiente se ha determinado mediante la
identificacion de un perfil caracteristico de su concentracion, pero esto sélo ha sido
posible en un pequefio numero de casos. Con frecuencia se ha utilizado el benzo
[alpireno como indicador de HAPs, especialmente en estudios mas antiguos. En
general, las emisiones de HAPs son solamente estimaciones basadas en datos mas

o menos fidedignos y apenas dan una idea general de la exposicion, (Heme! et al. 1998)



2.2. Los HAPs estan omnipresentes en el medio ambiente.

2.2.1. Aire.

Los niveles de cada uno de los HAPs tienden a ser mas elevados en invierno
que en el verano por lo menos en un orden de magnitud. La fuente predominante
durante el invierno es la calefaccion de las viviendas y de verano el trafico urbano
de vehiculos de motor. Se detectaron concentraciones medias de distintos HAPs de
1-3 ng/m® en la atmésfera de diversas zonas urbanas. En tineles de carretera se
han detectado concentraciones de hasta 1-50 ng/m®. En una estacién del metro se
midieron concentraciones de HAPs de hasta 20 ng/m®. En las cercanias de fuentes
industriales, las concentraciones medias de los distintos HAPs oscilaban entre 1 y
10 ng/m?, habia fenantreno presente hasta un maximo aproximado de 310 ng/m® en

esa misma zona *nechtetal. 1986)

2.2.2. Agua superficial y precipitacion

La mayor parte de los presentes en el agua proceden al parecer del agua
escorrentia urbana, de la precipitacion atmosférica (particulas mas pequefas) y de
la abrasion del asfalto (particulas mayores). La principal fuente de HAPs, sin
embargo, varia para distintas masas de agua. En general, La mayoria de las
muestras de agua superficial contienen distintos HAPs en concentraciones de hasta
50 ng/litro, pero los rios muy contaminados tenian concentraciones de hasta 6000
ng/litro. Los niveles de HAPs en el agua freatica son del orden de 0.02-1.8 ngl/litro, y
las muestras de agua potable contienen concentraciones del mismo orden de
magnitud. Las principales fuentes de los HAPs presentes en agua potable son los
depositos y las tuberias con revestimiento de asfalto.

Los niveles de HAPs por separado en el agua de lluvia oscilan entre 10 y 200
ng/litro, mientras que en la nieve y la niebla se han detectado concentraciones de

hasta 1000 ng/ litro (S™" &t2!- 1981,



2.2.3. Sedimentos

Las concentraciones de los distintos HAPs en los sedimentos son por lo

general un orden de magnitud superior a las presentes en la precipitacion ™ 2"

1992)

2.2.4. Suelo

Las principales fuentes de los HAPs presentes en el suelo son la deposicion
atmosférica, la carbonizacion de material vegetal y la deposiciéon a partir de aguas
residuales y desechos en particulas. El grado de contaminacion del suelo depende
de factores como su cultivo, su porosidad y su contenido de sustancias humicas.
Cerca de fuentes industriales se han encontrado concentraciones de distintos HAPs

de hasta 1g/kg de suelo. En zonas no contaminadas, los niveles de HAPs eran de

5-100 ng/kg de suelo.
2.2.5. Alimentos

Los alimentos crudos no suelen contener niveles elevados de HAPs, pero se
forman al elaborarlos, asarlos o cocerlos en horno o freirlos. Las hortalizas pueden
contaminarse con la deposicién de particulas de la atmosfera o por el crecimiento en
suelo contaminado. La concentracion de los distintos HAPs en la carne, el pescado,
los productos lacteos, las frutas y hortalizas, los cereales y sus productos, los
dulces, las bebidas y las grasas, los aceites minerales y vegetales son del orden de
0.01-10 pg/kg en carme ahumada y de hasta 86ug/kg en pescado ahumado; los
cereales ahumados contienen hasta 160 pg/kg. En el aceite de coco se han

encontrado concentraciones de hasta 460 pg/kg. Los niveles en la leche materna

humana son de 0.003-0.03 ug/kg ©ens etak. 1951)



2.2.6. Organismos acuaticos

Se sabe que los organismos marinos adsorben y acumulan HAPs del agua.
El grado de contaminacion depende de los movimientos de transporte maritimo. Se
han  detectado concentraciones de HAPs de hasta 7 mg/kg en organismos
acuaticos que vivian cerca de efluentes industriales, y los niveles medios de HAPs
en los animales acuaticos muestreados en lugares contaminados fueron de 10-500
ug/kg, aunque también se detectaron niveles de hasta 5 mg /kg.
Los niveles medios de HAPs en animales acuaticos muestreados en diversos
lugares fueron de 1-100 pg/kg, pero se encontraron concentraciones de hasta 1

mg/kg, por ejemplo en langosta en Canada.
2.2.7. Organismos terrestres.

Las concentraciones de HAPs en insectos oscilan entre 730 y 5500 pg/kg. El
contenido de las heces de las lombrices de tierra depende considerablemente del
lugar, las de una regidon muy industrializada de Alemania oriental contienen

concentraciones de benzo[a]pireno de hasta 2mg/kg (Pickerson etal. 1994; Anton etal, 2001)

2.2.8. La poblacién general

Las principales fuentes de exposicion no profesional son las siguiente:
atmésfera contaminada, humo de fuegos abiertos y del cocinado, humo del tabaco
en el medio ambiente, alimentos, agua potable y suelos contaminados y utilizacion
de productos contaminados. Pueden encontrarse HAPs en el aire de espacios
cerrados como consecuencia de la calefaccion de viviendas y del humo del tabaco
del medio ambiente en concentraciones medias de 1-100 ng/m®, con un maximo de
2300 ng/m®.
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Se ha estimado que la ingesta de distintos HAPs con los alimentos es de
0.10-10 pg/dia por persona. La ingesta diaria total de benzo[a]pireno con el agua
potable en 0.0002 pg/persona. Los cereales y productos derivados son los que mas
contribuyen a la ingesta de HAPs con los alimentos, por ser el principal componente

de la alimentacion total (A"on etal. 2001)
2.2.9. Exposicion profesional.

Cerca de una bateria de hornos de coque, los niveles de benzo[a]pireno
oscilan entre <0.1 y 100-200 ug/ m>. Con un maximo aproximado de 4000ug/m®. En
los sistemas modernos de gasificacion del carbon la concentracion de HAPs suele
ser <1 ug/m® con un maximo de 30 pg/m®. Las muestras personales tomadas de
operadores de equipo de refineria de petréleo mostraron una exposicion a 2.6-470
pg/m®. En muestras de aire tomadas cerca de instalaciones de elaboracion de
asfalto en refinerias, los niveles totales de HAPs fueron de 0.004-50 pg/m®. En las
proximidades de obras de pavimentacion de carreteras, las concentraciones totales
de HAPs en muestras personales de aire eran de hasta 19 pug/m?, con un valor
medio en las muestras de aire de la zona de 0.13 pg;‘ma. Los niveles de HAPs en las
muestras personales de aire tomadas en una fundicién de aluminio eran de 0.05-9.6
ug/m®, pero las muestras de orina de los trabajadores de una fabrica de aluminio
contenian niveles muy bajos. Las muestras de aire de la zona contenian
concentraciones de HAPs de hasta 5 ug/m*® y 4-530 ug/m® en minas de cobre. Las
concentraciones de HAPs en humos de cocinado de una fabrica de productos

alimenticios oscilaban entre 0.07 y 26 ug/m?® (!ARC 1983, 1964)

2.2.10. Toxicidad de los HAPs

La principal caracteristica que presentan estos compuestos sobre la salud,

es su capacidad producir cancer en los organismos expuestos; ciertos HAPs tienen



una fuerte actividad carcinogénica, particularmente benzo antraceno en animales y
benzo(a) pireno en humanos. Con otros sin embargo no existe tal evidencia y por
ello no estan clasificados. Es muy importante sefialar la consideracion que se tiene
de que todos los HAPs en general son sospechosos de ser carcinogénicos en un

grado u otro, aunque el nivel sea muy bajo.

El proceso de inducciéon de cancer en mamiferos producido por los HAPs,

involucra un grupo de enzimas que son capaces de convertir los compuestos
xenobidticos lipofilicos (incluidos los HAPs) en productos solubles en agua. Este tipo
de enzimas son las "Mixes Function Oxidasas” (MFO) que pertenecen al grupo
citocromo P450. Este sistema enzimatico es estimulado dentro de un organismo por
exposicion a compuestos lipofilicos persistentes. Repetidas exposiciones a estos
compuestos dan como resultado la induccion de cantidades incrementadas de
enzimas. La capacidad de induccion de esas enzimas depende de cada organismo.
Los mamiferos, p.e., tienen una gran capacidad inductiva, y como resultado una
buena capacidad de degradacion de compuestos lipofilicos persistentes. Otros sin
embargo, como los peces, tienen una capacidad muy limitada de induccion de MFO,
y por tanto una capacidad limitada de degradacion.
El proceso de transformacion de compuestos lipofilicos a compuestos solubles en
agua, suponen la insercién de un atomo de oxigeno en la estructura del compuesto
en forma de epéxido, con la consiguiente hidrolisis que lo transforma en didriol
epoxido. Esta es la forma en que los HAPs son capaces de unirse a sitios
especificos en el DNA y en hemoglobina y tienen la capacidad de causar la
formacion de un tumor. Hay que tener en cuenta, que esta Ultima reaccion de
transformacion puede llevar mas o menos tiempo y que €s un mecanismo que no
se conoce con profundidad.

Los efectos toxicos que tienen los HAPs sobre los organismos acuaticos
vienen reflejados en la tabla No 1 en funcién de la LCsp. Estd comprobado que la
toxicidad aumenta al aumentar el peso molecular y el caracter lipofilico del

compuesto, y que los organismos acudticos son los mas afectados. Un hecho

12



adicional comprobado es que la radiacion solar elevada aumenta significativamente
la toxicidad en organismos acuaticos. Se cree que es debido a la foto activacion de
las moléculas de HAPs presentes, y que no existe metabolismo o forma de

degradacioén de los mismos.

Tabla 1. Efectos toxicos de los HAPs sobre organismos acuaticos %" 2" 2007
HAPs Organismos LCso (96hr) ( mg/L)
Naftaleno Peces 0.1-0.8
Crustaceos 1.0-2.4
Acenafteno Peces 0.6-0.3
Fenantreno Peces 0.04-0.6
Benzo[a]pireno Peces <0.024

Existe una amplia informacién sobre los efectos créonicos de HAPs en
organismos acuaticos tanto en sistemas naturales como en ensayo de laboratorio.
Generalmente, exposicion a niveles de HAPs subletales, producen desarrollos
morfologicos vy fisiolégicos anormales, asi como efectos en la reproduccion (menor
numero de nacimientos y alteraciones de larvas).

Referente a efectos mutagénicos y carcinogénicos, se ha demostrado que el
benzo[a]pireno induce aberraciones microsomales en los peces, asi como estos
compuestos en general provocan hiperplasia y neoplasia epidermal. Algunas

especies han desarrollado cancer de higado tras exposiciones a HAPs (Anton et al.
2001)



2.2.10. Normatividad de los HAPs

El riesgo que presentan los HAPs para la salud humana ha comenzado a ser

considerado por la legislacién en distintos ambitos. Asi, la Directiva 2000/76/CE
(Comunidad Europea) del 4 de diciembre del 2000 sobre la incineracion de residuos,
obliga a los estados Miembros a establecer los limites maximos de emision de
HAPs sobre las bases de las recomendaciones de la OMS y la AIRC.
Se encuentran legislados los valores limite en aguas potables en un méximo de 0.2
ng/L de HAP totales (RD 1138/1990). Actualmente, los HAPs se encuentran
considerados en la propuesta de Direccién de Parlamento y el Consejo Espaiiol por
la que establecen las sustancias prioritarias en el ambito de la politica de aguas,
basandose en los riesgos para el sistema acudtico, la bioacumulacién y la salud
humana a través del medio acuatico.

Los criterios establecidos para el control de calidad del suelo desarrollados en
Catalufia o en Honduras contemplan, entre otros contaminantes, los maximos de
HAPs para que los suelos sean clasificados como aptos o no aptos para su uso
(segun sea industrial o residencial), asi como para determinar la calidad de las
aguas subterraneas. Los niveles maximos para que un suelo destinado a uso no
industrial no se considere contaminado por HAPs varian segln el compuesto, desde
valores de 0.8 ng/g de m.s. (masa de suelo) para el benzo(a)pireno, hasta 100ug/g
de m.s. para el antraceno.

Por otro lado, tras haberse encontrado en diversos estudios la absorcion
dérmica de los HAPs pudiendo producir carcinogénesis dérmica o sistémica, se
prohibe mediante la Directiva 97/45/CE de Espafia, el uso de alquitranes de hulla
brutos y refinados en los productos cosméticos. Existe asi mismo normatividad
acerca de las exposiciones laborales a estos compuestos, estando en Espafia
legisladas a través de RD665/1997, en el que se establecen los valores limites
admisibles. El Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en del Trabajo (INST)
cataloga algunos de estos compuestos como benzo(a)pireno, como mutageénico y

teratogénico.



En cuanto a normatividad existente sobre niveles maximos contenidos en
alimentos, hasta el momento no existe legislacién alguna a nivel nacional y europeo.
A pesar de ello, cabe esperar que a partir de estudios llevados acabo en zonas
donde la acumulacion de HAPs en el medio acuatico es considerable, y teniendo en
cuenta la bioacumulacion a lo largo de la cadena alimentaria de estos compuestos,
en un futuro pueda comenzar a considerarse la reglamentacion en este terreno. De
hecho en varios paises ya existe el nivel maximo recomendado de 1ug/kg de

benzo(a)pireno en alimentos, especialmente en productos humanos A"en et @l 2001)



23.La Piel

La salud, o enfermedad, la raza, el estado de animo, el clima, o cualquier otra
manifestacion, queda reflejada de un modo u otro en la piel, de manera que es un
valioso vehiculo de informacidon con respecto de unas personas a ofras.
La ciencia médica ha definido la piel como el tegumento (del latin tegmentum, o "lo
que cubre"), que recubre el organismo, y que tiene como limite los orificios
naturales, en donde se prolonga con las diferentes mucosas. Esta delimitacion
aparece practicamente sin transicion, y la brusca diferencia de aspecto exterior entre
piel y mucosa, se debe a una diferencia estructural.

La piel es la cubierta exterior que reviste todo el cuerpo, no es como se cree una
simple envoltura inerte, sino un érgano completo anatémico y funcional ligado a la

fisiologia y patologia de todo el organismo.

La extensién del érgano cutéaneo es variable segun la talla y la complexion
del individuo, una persona de 70 kg que mide 1.70 m esta cubierta por 1.85 m? de
piel, con un volumen de 4000 cc, 2.2mm de espesor como promedio. Su peso es de
4.200 kg que equivale al 6% de peso corporal, mas del doble que el cerebro y el
higado. Contiene 1.800 cc de sangre, un 30% de la sangre total del organismo. Es

pues el drgano mas extenso y de mayor peso y volumen Amadoetal. 1979)

2.3.1. Complejidad de la piel

Un cm? de piel posee 5 foliculos pilosos, 15 glandulas sebaceas, 100

sudoriparas, 4 metros de nervios, y un metro de vasos, 5000 organelos sensitivos y

seis millones de células (Amadoetal. 1979)



2.3.2. Variaciones de la piel

Asi como el color varia segin la topografia, también hay variaciones de
contextura, grosor y espesor de la piel, en los parpados es muy delgada y muy fina
en cambio en las palmas y sobre todo en las plantas es muy gruesa y aspera.
También hay variaciones con respecto al sexo y a la edad. En la mujer la piel es

muy fina y tersa con vello delgado; en el hombre es mas gruesa, aspera y cubierta
de vello mas grueso y abundante (Amado etal. 1979)

2.3.3. Composicion

La piel presenta diferentes capas fundamentales: Estratos epicutaneos,
Epidermis, Dermis e Hipodermis (figura 2) (Rodriouez. 1998)

estrato epicutaneo
estrato cémeo_ cp/

\/ =~ epidermis

.[..
f

foliculo piloso—j'-'

. gléndula sebacea

Figura 2. Composicion de la piel (Ro19uez 1998)
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2.3.3.1. Estratos epicutaneos.

Esta formado por dos capas: manto gaseoso y manto acido que forman un
conjunto de micro atmésfera que rodea la piel del individuo y la pone en contacto

con el medio exterior.

El manto gaseoso esta formado por una capa de aire mas caliente, con mas
contenido de CO; y vapor de agua resultante de la evaporacion del sudor.
El manto acido es una emulsion formada por la secrecion sudoral y sebacea, dando
origen a dos fases: agua en aceite cuando es mas abundante la grasa y aceite en

agua cuando es mas abundante el agua.

El manto &cido da a la epidermis, su acidez, su pH es de 5.5, mientras que la
dermis es alcalina con un pH de 7.0 a 7.2. En la acidez de la epidermis influye el
CO; y los aminoacidos. Las axilas, regiones genitales, oidos, palmas y plantas de
los pies son menos acidos (ventanas alcalinas). EI manto acido es una importante

defensa contra gérmenes y hongos. La inflamacion alcaliniza la piel Ama etal. 1979)

2.3.3.2. Epidermis

Se compone de una parte superficial o cornea, y es la "fachada de
revestimiento”, y otra subyacente de gran valor biolégico, ya que esta capa
interviene en la formacién de elementos nuevos y en la determinacién del color de la

piel.

Esta constituida por varias capas de células que forman en conjunto un epitelio poli-
estratificado. Todas las células proceden de una sola hilera de células llamadas
individualmente queratinocitos que van a originar, por sus divisiones a todos los
demas, terminando con la muerte de la célula, llena de queratina. Esta ultima capa
se desechara renovandose continuamente, este proceso se llama queratopoyesis y

tiene una duracién promedio de 21 dias Ross: 1980),
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Las capas de la epidermis de acuerdo a ia figura 3 son:

*—capa cdrnea
capa lucida
apa granulosa

capa espimnosa

*—'”——capa basal

L i

Figura 3. Estructura microscépica de la epidermis (Rodiouez 1998)

1. Estructura basal o estrato germinativo. Es una sola hilera de células
cilindricas de niicleos muy baséfilos dispuestas perpendicularmente a la dermis,
con mitosis frecuentes y que estan en constante reproduccion. De trecho en
trecho se notan células mas claras de Masson o melanocitos formadores del
pigmento de la piel 0 melanina. Se acepta que estas células que provienen de la
cresta neutra, son verdaderas células dendriticas que emigraron a la piel durante
la vida embrionaria.

2. Estrato espinoso de Malpighi. Estid formado por varias hileras de células
poliédricas dispuestas en mosaico y que tienen como caracteristica especial la
presencia enfre ellas de “puentes® que unen a una célula con otra dando
cohesion a la epidermis pero dejando suficiente espacio entre las células para la
circulacion de la linfa que las nutre. Estos puentes parecen estar formados por
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prolongaciones citoplasmaticas, y segun algunos autores, reforzados por
tonofibrillas que en su centro se condensan para formar los nédulos de Bissosero

cuyo significado se desconoce.

Estrato granuloso. A medida que se acercan a la superficie las celulas se
aplanan y empiezan a presentar en su interior unos granulos de color azul oscuro
que estan formados del precursor de la queratina, la queratohialina, y se forma el
estrato granuloso apenas de una o dos hileras de estas células. En la actualidad
se sabe que los granulos estan constituidos por ADN y proceden de la cromatina
nuclear. El estrato granuloso es la capa mas superficial de la porcion no
queratinizada de la epidermis. Esta capa varia en su espesor entre una y unas
pocas células de espesor. Las células contienen abundantes granulos de
queratohialina, que le dan el nombre a la capa. Los granulos contienen
proteinas ricas en histidina y cistina. Los granulos de queratohialina tienen
tamafio variable y se ven facilmente en cortes histoldgicos de rutina debido a la

intensa coloracion basofila.

Estrato lucido. Algunos histélogos consideran al estrato licido como una
subdivision del estrato cérneo, solo se encuentra en la piel gruesa. Con el
microscopio optico suele presentar un aspecto refrigerante y se colorea poco.
Esta capa muy refringente contiene células eosindfilas en las cuales esta muy
avanzado el proceso de queratinizacion. ElI ndcleo y los organelos
citoplasmaticos se degradan y desaparecen a medida que la célula se llena

gradualmente con la proteina intracelular queratina.

Estrato corneo. Esta formado por hileras de células muertas, aplanadas sin
nucleos y llenas de una sustancia llamada queratina blanda, se observan asi
varias hileras de laminillas puestas unas sobre otras. Por lo general hay una
abrupta transicion entre las células nucleadas del estrato granuloso y las células

anucleadas del estrato corneo. La membrana plasmatica de estas células
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quratinizadas cornificadas esta engrosada y cubierta, al menos en las porciones
mas profundas de la capa, por un glucolipido que representa el principal
constituyente de la barrera contra la pérdida de agua de la epidermis. El estrato
corneo es la capa mas variable en su espesor desde 0.02mm hasta 0.5mm en
las plantas de los pies y en la piel gruesa, esta capa cornificada se hace mas
gruesa en los sitios que son objeto de mayor friccién, como la formacion de

cayos en las palmas de las manos y en los extremos de los dedos Amad: 1979

Ross, 1980)

2.3.3.3. Union dermoepidérmica

Con tinciones especiales es factible ver bajo el estrato basal, una membrana
de grosor variable, heterogénea que por su cara superficial se deja hundir por
prolongaciones de las células basales y por su cara profunda sirve de sostén y
fijacion a las fibras elasticas de la dermis. Esta membrana da cohesion a la unién

entre la dermis y la epidermis (™" 19%),

2.3.3.4. Dermis

También llamada el armazén o sustento de la piel. Presenta igualmente dos
capas, el cuerpo papilar y el corion o dermis propiamente dicha. El corion, como
todo tejido de sostenimiento, tiene una estructura resistente, formada por una
especie de argamasa con haces vy fibrillas entrecruzadas. En este entramado se
encuentran elementos tan importantes como el colageno y la elastina. En la dermis
se reconocen dos capas con estructuras diferentes: La capa papilar y la capa
reticular.

Capa papilar, mas superficial, consiste en tejido conectivo laxo ubicado
inmediatamente por debajo de la epidermis. Las fibras colagenas localizadas en
esta parte de la dermis no son tan gruesas como las de la protecciéon mas profunda.

De modo similar, las fibras elasticas son aqui filiformes y forman un reticulado
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irregular, la capa papilar es relativamente fina e incluye la sustancia de las papilas y
las crestas dérmicas. Contiene vasos sanguineos que irrigan pero no penetran en la
epidermis, también contienen prolongaciones nerviosas, algunas de las cuales
finalizan en la dermis y otras perforan la ldmina basal y entran en el compartimiento
epitelial. Los vasos sanguineos y las terminaciones nerviosas sensoriales estan muy

concentrados, por lo que son bien visibles en las papilas démmicas (figura 4) ™™
1996)

> vasos
® sanguineos

Figura 4. Vascularizacion de la piel (Rodriovez. 19%)

Capa reticular subyacente a la capa papilar; su espesor varia en las distintas partes
de la superficie corporal, pero siempre es considerada mas gruesa y menos celular
que la capa papilar. Se caracteriza por presentar haces gruesos e irregulares de
colageno y por la presencia de fibras elasticas mas gruesas. Las fibras colagenas y
elasticas no tienen una orientacién aleatoria, sino que forman lineas regulares de
tension en la piel, denominadas lineas de Langer. Las incisiones cutaneas paralelas
a las lineas de Langer curan con cicatrices minimas (R 1980)



2.3.3.5. Hipodermis

Capa mas interior, bajo la dermis. Separa y aisla los tegumentos de las
partes subyacentes. Por debajo de la dermis reticular hay una capa de tejido
adiposo, el paniculo adiposo de espesor variable. Es un importante sitio de
almacenamiento de energia y también sirve como capa aislante, es mas gruesa en
personas que viven en climas muy frios. Esta capa y el tejido conectivo laxo
asociado constituyen la hipodermis o tejido subcutaneo. Aqui se originan unas
células musculares lisas aisladas o pequefios haces de musculo liso, que forman los
musculos erectores del pelo y conectan las partes mas profundas de los foliculos
pilosos con la dermis superficial. Por debajo del paniculo adiposo de muchos
animales hay una fina capa de musculo estriado, el paniculo carnoso, en humanos
es apenas un vestigio, pero esta bien definido en la piel del cuello, la cara y el
craneo, donde constituye el plastisma y los musculos de la expresion facial.

En estas tres capas, se implantan los elementos que forman parte de la piel,

conformandola como un todo (Hofereck etat. 187)

2.3.4. Accesorios de la piel

2.3.4.1. Pelo

Presenta dos partes, una raiz o foliculo piloso, y el tallo o pelo propiamente dicho,
que es la parte externa o visible. Las células de la raiz se dividen sin cesar y es lo
que contribuye al crecimiento del pelo.

La raiz esta provista de un musculo erector del pelo, u horripilador, y que sera lo que
levante el pelo en el fenomeno conocido como "carne de gallina". No es ocioso
observar aqui cémo la anatomia descriptiva es tan grafica, llamando "musculo

horripilador” a lo que efectivamente nos pone carne de gallina ®'°°™ 1987),
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2.3.4.2. Unas

Son laminas corneas semitransparentes, y proceden del endurecimiento de la capa
superficial de la epidermis. La ufia queda incrustada en la dermis y verifica su

crecimiento desde detras hacia delante. El extremo libre avanza constantemente
(Amado, 1998)

2.3.4.3. Glandulas sudoriparas

Estan extendidas por toda la superficie corporal, siendo mas abundantes en la
palma de las manos, las plantas de los pies y las axilas. La parte mas significativa,
la que segrega el sudor, queda alojada en la dermis y se denomina glomérulo; su
tubo secretor atraviesa la piel, abriéndose paso hasta el orificio externo que son los

poros.

Es curioso saber que los antiguos anatomistas solo conocian este orificio
exterior o poro, y que la glandula en si misma no fue descubierta y descrita hasta

mediados del siglo XX (Rodrauez 1998),

2.3.4.4. Glandulas sebaceas

Mientras que las glandulas sudoriparas son subdérmicas, las sebaceas se alojan
mas superficialmente, en la parte superior de la dermis, y su tamafo es

proporcionalmente inverso al pelo con el que se anexiona.

Su misién consiste en segregar grasa o sebo, de modo que lubrifica la piel e

impide que ésta se reseque.

La secrecion sebacea se inicia en la infancia, aumentando durante la

pubertad; alcanza su maximo nivel en el adulto y disminuye progresivamente con el
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paso de los afos, siendo pues responsable del aspecto apergaminado de la
ancianidad.

Estas glandulas estan muy desarrolladas en los animales mamiferos, y en ellos
poseen secreciones muy olorosas, ya que este olor juega un importante papel
defensivo (figura 5) (Ross ¢t 1960)

-~ e

Figura 5. Accesorios de la piel A) Foliculo piloso, B) Glandula sebacea, C)
Glandula sudoripara y D) Pelo, (Rodfiauez 19%)

2.3.4.5. Factores de la piel

Por otra parte, la piel presenta elementos de gran influencia en el aspecto
exterior, por cuanto que informa de cualidades determinantes, tales como la raza, el
sexo, la edad, la salud, la enfermedad, el clima en donde se vive, e incluso, como ya
se ha indicado, los estados de animo. El color es una de las cualidades mas
importantes, ain hablando de una misma raza, ya que hay diferencias notables
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segun la zona del cuerpo que se examine, segun la edad, pues la piel al envejecer
presenta un tono grisaceo, segun las zonas climaticas, y un factor de disposicion
individual ante estos elementos. Podemos decir que la piel es un testigo de
excepcion, y un fiel informador de cuanto acontece en el discurrir de la vida y sus

condiciones. Tres son los factores mas importantes:

A) Factor pigmentario: Caracteristica diferencial que mas destaca entre las
diversas razas humanas. En la raza negra la piel varia desde el tono amarronado
(color carmelita), hasta el negro intenso, siendo mas clara en la palma de las manos
y las plantas de los pies. La raza amarilla varia desde el tono olivaceo hasta el
amarillo palido, y con respecto a la raza blanca, también las oscilaciones son

importantes, desde la palidez hasta las pieles mates o morenas.

B) Factor sanguineo: Por modificaciones en la formula sanguinea de glébulos
rojos y blancos, o bien por aumento o disminucién de la hemoglobina (sustancia
colorante de la sangre), la piel presenta un rojo vivo si el numero de gldbulos rojos
es muy abundante, palido si se registra disminucion de estos y aumento de los
blancos, amoratado si se presenta una importante baja en el nimero de glébulos
blancos, y también un tono peculiar y muy distinto del original, si la sangre
transporta elementos colorantes, como por ejemplo pigmentos biliares, que dan a la

piel blanca un color amarillo muy llamativo.

C) Factor vascular: La vasoconstriccion de los vasos sanguineos determina en la
piel un aspecto palido, la vaso dilatacién por el contrario le confiere un matiz rojizo, y

azul violaceo en el caso de asfixia 0 éxtasis (©/°om: 1987: Amado,1998)
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2.3.5. Sentido del tacto

El sentido del tacto es la mas representativa de las funciones de la piel. Toda su
superficie es apta para captar las impresiones que proceden del medio exterior,
apreciando la forma, consistencia, y temperatura de los objetos que tocamos. Esta
transmisiéon también se da sin contacto, lo mismo que si nuestros tegumentos
estuviesen influidos por radiaciones (/quizas el pelo?). En este sentido, algunos
autores han experimentado con un gato, al que se le hayan vendado los ojos, y que
se orienta perfectamente, pero al mismo animal, si se le suprimen los pelos del

bigote, pierde el sentido de la orientacién y choca contra cualquier obstaculo.

En la piel, los nervios tienen una considerable importancia, y se ha definido
como una inmensa terminacion nerviosa desplegada. Por otra parte, en la superficie
cutanea, existen zonas "especializadas" en las distintas sensaciones, y asi los
dedos estan dotados de una sensibilidad extrema, mientras que las mejillas tienen
una clara percepcion calorifica. Precisamente los dedos, con los surcos de su cara
pulpar (crestas papilares), y diferentes en cada individuo, constituyen un medio legal

de identificacion (huellas digitales) (Bonaueh etal. 1999)

2.3.6. Funcion protectora

La condicion de la piel, externa y visible, la convierte en protectora de los
6rganos internos, y en un amortiguador de las agresiones y presiones exteriores (un
objeto contundente resbala sobre la piel), si bien, cuando se efectia un frotamiento
continuo sobre la misma zona, la epidermis se endurece, formando unas
callosidades protectoras mas gruesas y resistentes (los vulgarmente llamados

"callos").

Opone un verdadero obstaculo, tanto mecanico como bioquimico, contra la
penetracion de los liquidos; el agua no consigue penetrar por los poros ni los

orificios de las glandulas, y asi podemos mantenernos durante largo tiempo
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sumergidos en un bafio, sin que la piel pierda por ello su cualidad de impermeable
(a pesar del contacto continuo con el agua, el interior del organismo no se "moja“).
Permite sin embargo la absorcion de variadas sustancias, y el ejemplo mas claro lo
constituyen los cuerpos grasos, cuya penetracion se ve favorecida, si se le anade el
efecto mecanico de fricciones o masajes #/°0™ 1987: Amado.19%8)

Otra de las funciones, se refiere a la pantalla que la piel supone contra la accion del

sol, si bien se deja penetrar en diferente medida por las diversas radiaciones.

La temperatura del cuerpo se mantiene constante, en las condiciones que
sean, lo mismo si una persona navega por zonas polares, o por un caluroso
desierto. Esto es debido a la intervencion de la piel en la regulacion térmica del
organismo, y asi, tanto la superficie de la piel, como el vello o los pelos y plumas en
los animales, mantienen una temperatura constante, al oponerse a una irradiacion

excesiva. La capa cornea es la encargada de regular la evaporacion del agua.

La misién defensiva, puede ser también agresiva, y la anatomia comparada
ofrece numerosos ejemplos de ello, como los cuernos de los bovidos (mamifero con
cuernos 0seos cubierto con estuche cérneo no caedizos, y que existen tanto en el
macho como en la hembra como la cabra y el toro), el pico de las aves o las garras
de los felinos. Estos aditamentos defensivos, no son mas que una acumulacion de

queratina o sustancia cornea, presente en la piel en una u otra medida (Rodriouez 1998)

2.3.7. Respiracion de la piel

La respiracion de la piel consiste, como en todos los tejidos, en absorcion de
oxigeno y exhalacion de acido carbonico. Aun cuando la funcion respiratoria, en los
humanos es infinitamente pequefa, es sin embargo necesaria, tal como demuestra
el ejemplo de las quemaduras. Un ejemplo muy esclarecedor, y que algunos autores

han experimentado, es que si se recubre a una persona, con una capa de barniz,
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seria victima de sofocaciones, disminucion en el ritmo cardiaco, baja de la

temperatura, y al fin le produciria la muerte.
2.3.8. Regulacion térmica

La temperatura del cuerpo se mantiene constante, en las condiciones que sean, lo
mismo si una persona navega por zonas polares, o por un caluroso desierto. Esto es
debido a la intervencion de la piel en la regulacion térmica del organismo, y asi,
tanto la superficie de la piel, como el vello o los pelos y plumas en los animales,
mantienen una temperatura constante, al oponerse a una irradiacion excesiva. La

capa cornea es la encargada de regular la evaporacion del agua (8ema. 1975 Amado.

1998)

2.3.9. Funciones secretoras
a) Secreciéon externa

Un importante papel de la piel lo constituye su mision secretora y depuradora,
como es el caso del sudor. Este es un liquido de baja densidad, incoloro,
transparente y con un olor muy variable segun los individuos. El sudor se elimina por
el organismo de forma continua, y la cantidad total en 24 horas oscila entre 600 y
900 gramos, aunque segun las condiciones, puede alcanzar cantidades alrededor
de 1300 gramos, ante un violento ejercicio por ejemplo. Estas cantidades estan
pues en relacion directa con parametros tales como la temperatura exterior, el
trabajo ejercitado, la cantidad de liquidos ingeridos, y de las reacciones psiquicas,
de tal modo que el miedo, la colera, u otra emocion, motivada por cualquier causa,
provoca por lo general sudores frios, y transpiracion abundante en axilas, palmas de

las manos y plantas de los pies ®™2 1975)

El sudor es un excelente depurador, y gran nimero de productos de deshecho

pueden ser eliminados a través de él, lo mismo que por la orina. La composicion del
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sudor es fundamentaimente de agua (99%), y mantiene en solucion diversas
sustancias, como sales minerales, acidos grasos, formicos, acéticos, e incluso urea,
como sucede en los casos de insuficiencia renal uremica.

Otra importante secrecion de la piel viene dada por las glandulas sebaceas, y asi, el
sebo elimina los productos de fermentacion intestinal de digestion hepatica.

Como sustancia oleosa espesa, el sebo contiene en su composicion: Agua (31%),
epitelio y materias proteicas (62%), grasa, amoniaco y acidos grasos (4%), y el resto
en forma de otros acidos como el escualeno.

La secrecion sebacea esta influida por el sistema nervioso, y ello explica que ciertas
neuralgias faciales, provoquen una seborrea localizada y abundante. Asimismo es
importante la relacion de los nervios Simpatico y Neumogastrico con la secrecion de
sebo, ya que por su mediacion actian las hormonas sexuales (acné en la pubertad),

hipofisiaria, tiroidea, etc., Bema. 1975

b) Secrecién interna

Se ha considerado la piel como "la mas extensa de las glandulas de
secrecion interna”. Los autores antiguos, han insistido sobre el interesante capitulo
de la relacion entre la piel y los érganos de generacion, de tal modo que autorizados
autores actuales, la han llamado un érgano sexual accesorio, atendiendo a las
influencias reciprocas de la piel y el resto de glandulas, incluidas las sexuales.

La capa cornea ofrece una resistencia, tanto a la corriente eléctrica, como al calor,
pero el sudor y la humedad disminuyen llamativamente esta resistencia: Si la piel
estd seca la resistencia es de aproximadamente 100.000 ohmios, pero apenas
alcanza unos miles si esta humeda.

La piel desempefia un papel regulador en el metabolismo del agua, y asi, su tejido
hipodérmico la retiene cuando los rifiones la eliminan mal, dando lugar a la

formacion de edemas (retencion de liquidos con la consiguiente hinchazon de la

piel).
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Por otra parte, tiene un activo protagonismo en el metabolismo del calcio, potasio,

azufre, y otras sustancias de interés, comportandose como lo hace en biologia, todo

el sistema reticulo-endotelial.
2.3.10. Defensa inmunolégica.

Es obvio que la piel es el primer obstaculo que el organismo opone contra todos
los agentes externos y las contaminaciones del medio ambiente.
Provee incesantemente reservas, que se renuevan para reparar cualquier brecha
traumatica, y ataques infecciosos o téxicos, y asi detiene, diluye, quema o elimina
las sustancias téxicas.
Un ejemplo claro de este papel defensivo es el escozor (reflejo mecanico para
eliminar toxinas o parasitos), y el enrojecimiento cutaneo es una demostracién de
esta reaccion defensiva.
Existe una especie de compensacion entre las reacciones defensivas de la piel, y
los trastornos internos, como sucede en el eccema y la jaqueca, o la urticaria y el
asma.
Si bien el papel de defensa contra cualquier tipo de agresion, lo proporciona la piel,
también es cierto que esta no es un tejido inerte, sino un érgano vivo, y por tanto
vulnerable, en la misma medida, a cualquier estimulo, por lo que para favorecer que
éste papel de defensa, como cualquier funcion de las estudiadas anteriormente, sea
eficaz, es necesario que mantengamos la piel en condiciones 6ptimas de salud e

integridad, que le permita desempefiar su mision (emard. 1975; Rodriguez, 1998)

2.3.11. Pérdida de agua

La estructura del estrato corneo es lo mas importante para evitar la pérdida excesiva
de agua, encontrandose una distribucion con dos compartimientos: Uno
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caracterizado por células proteinicas llamadas corneocitos, los cuales tienen una
alta resistencia a solventes organicos, acidos, alcalis y enzimas, gracias a su alto
contenido de filamentos de queratina. Este compartimiento proteico es permeable al
agua, por lo cual se hace necesaria la presencia de un segundo compartimiento, la
Matriz Lipidica Extracelular, compuesta por esteroles, fosfolipidos, ceramidas,

acidos grasos libres, enzimas como las proteasas, fosfatasas y otras ©°¥ 209,

2.3.12. Proteccion contra agentes toxicos

La misma estructura explicada anteriormente, nos protege de la entrada de agentes
quimicos nocivos. Las sustancias polares se ven forzadas a utilizar la via
Transcelular, la cual es de mayor resistencia, permitiendo solamente la entrada de
sustancias de bajo peso molecular y el agua. Las proteinas y polimeros no
penetran. Las sustancias no polares definitivamente no pueden utilizar esta via, por
lo cual entran por la via Intercelular, esta es de menor resistencia, pero luego de
atravesarla encuentran la base epidérmica que es de alto contenido de agua y la
gran mayoria de estas sustancias no contindan su camino hacia la circulacion
sistémica, esto facilita que la descamacioén y el recambio celular eliminen gran parte

de estas sustancias (S°t" 1983

2.3.14. Coeficiente de particion

Siempre que hablamos de toxicologia y farmacologia cutanea, debemos tener en
cuenta el concepto de Coeficiente de particion, pues este es el que al final
determina la captacion y absorcién de medicamentos o sustancias potencialmente
daninas. La absorcion de una sustancia esta determinada por la diferencia de su

solubilidad en el solvente y su solubilidad en el estrato corneo (¢ 2000),
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2.3.15. Microorganismos

La proteccion contra la entrada de microorganismos depende
fundamentalmente de la integridad estructural, por lo cual la presencia de pequerias
heridas puede dar lugar a lo que conocemos como una Puerta de Entrada, ademas
de esto se considera que los anexos cutaneos en algunas ocasiones pueden actuar
como reservorios de algunos microorganismos. La resequedad relativa del estrato
corneo junto con la Descamacion y Recambio celulares disminuye muchisimo la
adhesion y la proliferacion celular en la superficie cutanea. El papel de la Secrecion
Sebacea todavia es discutido pero se acepta que posee un papel bacteriostatico
sobre la flora transitoria aunque no sobre la flora residente. La presencia de IgA en

esta secrecion indiscutiblemente tiene un papel protector.

Flora normal

« Coryneiformes: Corynebacterium, Propionibacterium, Brevibacterium
« Estafilococos: Epidermidis, Hominis, Capitis.
« EI E. Aureus no se considera normal

« Bacilos Gram (-) : Proteus, Enterobacter, Klebsiella, Enterobacter,

Acinetobacter

« Hongos: Malassezia-Pityrosporum

El papel de la oclusion, la humedad y el uso excesivo de detergentes en la
alteracion de esta flora natural estd ampliamente comprobado, por lo cual la
tendencia actual es a usar jabones con pH controlado e incluso a utilizar limpiadores

suaves en vez de jabones y detergentes (SOt 1983: Covo 2000)
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2.3.16. Mecanismos inmunes

La piel se considera un microambiente inmunolégico importante en el organismo, los
mecanismos son complejos, pero en especial nos interesa el papel del queratinocito
como estimulador de la inmunidad, secretor de citoquinas y coadyuvante en la

presentacion de antigenos por la célula de Langerhans (©°¥- 2009,
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2.4, Absorcioén percutanea

La barrera percutanea de la piel de los mamiferos es principalmente atribuida al
estrato corneo. Las propiedades de la barrera estan dadas en su contenido y en la
composicion de los lipidos del estrato corneo y en particular en el arreglo de la
estructura de los lipidos de la matriz intercelular y de los lipidos que se encuentran
alrededor de las células. Los lipidos forman una bicapa alrededor de los corneocitos
produciendo un tipo de “ladrillo y mortero” un modelo en el que los corneocitos son
los ladrillos y los lipidos el mortero. Los lipidos intercelulares son principalmente
ceramidas, colesterol, colesteril ésteres, acidos grasos y una pequena fraccion de

sulfato de colestero| Moser etat. 2001)

foliculo piloso

estrato cormeo
epidermis
dermis

hipodermis

Figura 6. Estructura de la piel™°se"et2l 2001

La permeacion de sustancias a través de la piel, incluye la difusién a través de la
epidermis y a través de los apéndices de la piel: Foliculos pilosos y glandulas
sudoriparas (ruta folicular y ecrina) que forman un camino a través de la epidermis
intacta, sin embargo estos accesorios de la piel ocupan solo el 0.1 % del total de la
piel humana y la contribucion de estos accesorios es usualmente considerada

aunque sean muy pequefios (figura 6). La absorcion de sustancias a través de la

35



piel esta limitada por el estrato corneo, se identifican dos caminos que pueden

atravesar la barrera: la via lipidica intercelular entre los corneocitos y la via

transcelular cruzando a través de los corneocitos y de la matriz lipidica (figura 7).

ruta transcelular s Ii:nicrl: ehular

£ R
f ; ceramidas
§ S espacio  Yipidds j colesterol
) intracelular dcido graso
queratina

Figura 7. Rutas de permeacion a través del estrato cérneo"se" 2\ 2001

La absorcién percutanea involucra la transferencia de una sustancia, ya sea

farmaco, contaminante o cosmético, desde la superficie de la piel hacia el interior del

estrato corneo, bajo el amparo de un gradiente de concentracion y su difusion por el

estrato y la epidermis subyacente, a través de la dermis y hacia la microcirculacion.

La piel se comporta como una barrera pasiva ante la difusion de las moléculas.

La penetracién a través de las diversas regiones de la piel esta limitada por las

resistencias que se oponen a la difusion. La resistencia difusional total (R e ) 2 la

penetracién, ha sido descrita como sigue (Remigton etal. 1988).
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R sc = resistencia difusional estrato corneo
R e = resistencia difusional de epidermis
R pd = resistencia difusional de la capa papilar de la dermis.

La mayor resistencia de la penetracion es la que opone el estrato corneo, por

lo tanto es el factor que limita la absorcion percutanea.

El paso de sustancias a través del estrato cdrneo ocurre por difusion pasiva y
obedece a la primera ley de Fick, debido a que cuando se ha establecido un
gradiente de concentracion lineal existen condiciones en estado estacionario y el
flujo por unidad de area (J) de las moléculas a través de la piel es proporcional al
gradiente de concentracion. El flujo por unidad de éarea, se expresa de la

siguiente manera (Alberty et al., 1979 Pellett et al., 199?;):

J = DK (CO-Ci)..ovvrervrnrias Ec.2
h

K = Coeficiente de particion piel-vehiculo.

D = Coeficiente de difusion en el estrato cérneo.

h = Longitud a través de la cual ocurre la difusion.

Co-Ci = Ac = Gradiente de concentracion en el estrato corneo.

Co = (ug/lcm’) es la concentracion aplicada en la superficie de la piel y Ci es la
concentracién al interior de la piel. Si Ci, es muy pequefia comparada con Co, la

ecuacion 1 se puede simplificar a:

J=KpCo......... Ec.3
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Donde Kp (cm/h) es el coeficiente de permeabilidad.
La ecuacion de la primera ley de Fick se puede expresar también de la siguiente

forma: (Alberty et al.,1879)

dMm

J=KpCo = sesiresena e Ik
S*dt

J = flujo (ug/cm?* h)
dM = Cantidad de materia (vg)
S = area superficial (sz)

dt = Tiempo

El estrato corneo hidratado tiene la propiedad de ser mas afin para todos los
compuestos lipofilicos Moser etal. 2001)

Se ha sugerido que habria que diferenciar entre dos especies de estrato corneo:
El de las palmas y las plantas, adaptado para soportar peso y roce y el estrato
corneo del cuerpo que proporciona flexibilidad, impermeabilidad y discriminacion
sensorial.

Estudios recientes sugieren que el orden de la difusién de moléculas simples

a través de la piel es el siguiente:
Plantar > palmar > dorso de la mano > escrotal y postaoricular > axilar > cuero
cabelludo > brazos > piernas > tronco.

La absorcion percutanea puede ocurrir por las siguientes rutas:
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A Transcelular

B. Difusion a través de los canales entre las células
C. Difusion a través de los conductos sebaceos

D. Transfolicular

E. Difusion a través de los conductos sudoriparos.
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2.5. Técnica del tape stripping

La técnica del tape stripping, es una técnica que ha sido usada en la
investigacion dermatofarmacologica, esta se aplica removiendo las capas de estrato
corneo haciendo uso de una cinta adhesiva (figura 8). La cinta es adherida a la piel
al mismo tiempo que se presiona sobre ella y es removida bruscamente. La
aplicacion de la cinta y la remocién de ella, se puede repetir numerosas veces. Esta
técnica se emplea para describir el perfil de penetracién de una sustancia. Tambien
es utilizada en el estudio de la dermatologia ocupacional y en la evaluacion de

cualidad de la capa cornea (Bonaueh etal. 1999)

Tape stripping
tape
\ estrato
E dor cormeo

epidermis

epidermis

Figura 8. Tape stripping (Mose¢tal. 2001

La técnica de tape stripping in vitro puede ser, por consiguiente una opciéon
alternativa y es particularmente apropiada para la investigacion preliminar de efectos

de formulaciones de cualquier tipo en el estrato corneo (Pellettetal. 1997)

Los resultados obtenidos usando piel de animales no pueden  ser
directamente puestos en correlacion con la piel humana pues la piel de animal
difiere de la humana en diferentes maneras. La mayoria de la piel animal tiene pelo

y el espesor del estrato corneo es mas delgado que en el de la piel humana. La piel
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animal es mas facil de conseguir y es posible estandarizarla con respecto al sitio,
edad y sexo del animal. Una piel de animal poco o nada parecida es una mala
opcion. La piel de puerco ha sido recomendada porque fisiolégicamente es similar a
la de humano. La piel de animal puede ser utilizada para evaluar la permeabilidad

relativa y comparar resultados in vivo e in vitro (S2orelli etal.. 2000)
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3. Propiedades del fenantreno

El fenantreno es un hidrocarburo policiclico aromatico de tres ciclos (figura 9),
con una forma molecular de Ci4sH1p ¥y un peso molecular de 178.2, es incoloro con
un punto de fusion de 100.5° C, punto de ebullicion de 340° C, presion de vapor de
1.6x10-? Pa a 25° C, densidad de 0.980 coeficiente de particion octanol/agua Log
Kow = 4.6, solubilidad en agua a 25° C

6 (Hertel et al., 1998)

(ngllitro)= 4.

o

Figura 9. Estructura del fenantreno """ €tal. 2001)
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4. Hipotesis

Hipotesis

El fenantreno es un hidrocarburo policiclico aromatico que tiene la
caracteristica de ser lipofilico y de bajo peso molecular, por lo tanto, es una

sustancia que potencialmente puede penetrar la barrera de permeacién (estrato

corneo) de la piel.
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5. Objetivos

Objetivos para el trabajo en particular

e Estudiar el grado de penetracion del fenantreno contenido en muestras de
suelo, a través de piel "ex vivo" mediante la técnica de tape- stripping con el
fin de determinar la posibilidad de que este contaminante sea absorbido por
via cutanea.

¢ Realizar pruebas de penetracién a diferentes tiempos de contacto para

evaluar si existen diferencias en cuanto a la distancia y cantidad permeada.

Objetivo general del programa

« Estudiar el pasaje de sustancias (principios activos, excipientes, cosméticos,

contaminantes) a través de diferentes membranas bioldgicas “ex vivo”.
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Objetivos académicos

s Aprender las técnicas para estudiar la penetracion de sustancias exégenas a
través de la piel.

« Obtener la capacitacion en el manejo del equipo necesario para el estudio.

Obijetivo social

¢ Determinar el grado de absorciéon del fenantreno en la piel, ya que este y
algunos otros hidrocarburos son contaminantes que se encuentran faciimente
en la combustion incompleta de materia organica, en colorantes, en
productos de petroleo y en algunos plaguicidas, a los que se pueden estar

facilmente expuestos.
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6. Metodologia

6.1. Materiales y Reactivos

Material

Piel de cerdo fresca (se obtiene directamente del rastro).
Estuche de diseccion.

Material de vidrio en general.

Celdas de perfusion.

Cinta adhesiva 845 (3M, USA)

Reactivos

Alcohol etilico 99.9% (Fermont®, Monterrey N. L. México).

Cloruro de Sodio 100.3 % de pureza (J. T. Baker, Edo. de México).

Agua destilada (MilliQ®, USA).

Grasa de silicon.

Fenantreno (Sigma, USA).

Tierra comun obtenida del suelo urbano de la zona de Naucalpan.

Equipos
Espectrofotometro (Cary Varian UV /visible 50 conc., USA).

Balanza analitica (BOECO, Alemania).
Agitador multiplaza (Multi 15 Stirrer Velp® Cientifica USA).
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6.2. Obtencion de la piel

Para realizar este trabajo se utilizd piel fresca de cerdo, la cual se obtuvo
directamente del rastro. Para evitar su tratamiento con vapor o agua caliente al
momento de ser sacrificados, se le pidi6 a la gente encargada de esta operacion
que se le hiciera el corte de piel antes de ser arrojados al agua caliente. Se empled
la region dorsal del cerdo, la cual se cortd en porciones de 25 cm? vy se limpi6 de
pelo y exceso de grasas.

Para su almacenamiento la piel ya limpia se envolvid en papel aluminio para

protegerla y se almacend en refrigeracion (-20° C) por no mas de 30 dias.
6.3. Preparacién del solvente para la curva

Se puso en contacto, una parte de la piel, con tierra normal durante un periodo
de 6 horas y se procedid a hacer el stripping (como se explica posteriormente).
Todas las cintas se colocaron en etanol absoluto y se mantuvieron en agitacion
durante 24 hrs. La solucion etandlica resultante se paso6 por papel filtro y se utilizé

como disolvente para la preparacion de la curva de calibracion y como blanco.

6.4. Curva de calibracién

Se prepar6 una curva de calibracién, pesando cantidades conocidas de
fenantreno, cada punto de la curva se realizé por triplicado, utilizando como
solvente la solucién del punto anterior. La curva se leydé en espectrofotometria de
UV a una longitud de onda de 250 nm. Cada punto de la curva se realiz6 por

triplicado.
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6.5. Preparacion de las muestras de tierra con Fenantreno

Se pesaron 1.5 g de tierra y 0.005 g de fenantreno, se mezclaron perfectamente
en un vaso de pp de 50 ml. La tierra se selecciond de un total de 3 muestras
tomadas de diferentes zonas (2 muestras de Naucalpan y una de Cuautitlan Izcalli).
La tierra elegida fue aquella que al realizar un barrido en el rango de UV no mostro

interferencia con el fenantreno.
6.6. Permeaciones

Se descongel6 la piel a utilizar a temperatura ambiente. Se enjuagd con solucién
salina al 0.9%, asegurandose que siempre se encontrara hidratada. Para hacer las
permeaciones se utilizé una celda de perfusion de vidrio con un area de 13.20cm?,
la cual delimitaba el area de contacto del fenantreno con la piel (figura 8). La celda
se coloco en la piel adhiriéndola con un poco de grasa de silicon y se colocd la tierra
contaminada con fenantreno (aproximadamente 1.5 g de tierra y 0.005 g de
fenantreno), esta tierra se humectd con 0.5 ml de H,O deionizada. Se evaluaron los
siguientes tiempos de contacto:1h, 2h, 3h, 4h, 6h y 24h, después de cada tiempo se
limpié la piel lavando a chorro de agua deionizada, aproximadamente100 ml, para
eliminar el exceso de tierra contaminada y después se procedid a secarla para
determinar el grado de permeacién mediante la técnica de Tape-stripping que se

detalla a continuacion.
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6.7. Técnica de “tape-stripping”

El grado de penetracion del fenantreno para los diferentes tiempos de contacto,
se determiné retirando capas sucesivas de estrato corneo. El procedimiento fue el
siguiente:

Se cortaron 20 cintas adhesivas (con un area de aproximadamente 13.20 cm? de la
celda de perfusion empleada, figura 10), cada una de las cintas se pesaron e
identificaron. De manera sucesiva las cintas se pegaron en la superficie de la piel
tratada, procurando hacer una presion uniforme y se retiraron en un sentido y otro.
Cada cinta se pes6 nuevamente y por diferencia de peso se determiné la cantidad
de estrato corneo retirado, después, por un sencillo calculo matematico, se obtuvo la
distancia de penetracién. Cada cinta se colocé en 3 ml de etanol absoluto por 24

hrs. Las soluciones se leyeron en el espectrofotéometro a 250 nm.

Figura 10. Celda de perfusién

6.8. Tratamiento de los datos

Se construyeron perfiles de cantidad permeada contra distancia de
penetracién. Se calculd la cantidad total permeada y la distancia maxima de
penetracion para cada uno de los tiempos evaluados. Se hizo el tratamiento
estadistico adecuado (Analisis de Varianza, pruebas de Kolmogorov y pruebas de
Duncan) para determinar la influencia del tiempo de contacto sobre la distancia y

cantidad permeada.
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7. Resultados y analisis de resultados

Antes de realizar la curva de calibracion se hicieron diferentes espectros de
absorcion del fenantreno: uno con etanol puro (figura 11) y otro con la solucién
etandlica que se preparé previamente con estrato corneo y tierra (figura12), esto
con el proposito de ver que no interfieran, el estrato corneo ni la tierra, con la sefal

del fenantreno.

Los HAPs son solubles en diferentes solventes organicos, de acuerdo a
estas caracteristicas utilizamos el etanol como solvente para diluir el fenantreno, ya
que éste solvente es muy accesible y no presenta absorbancia en la region de

lectura del fenantreno.

En la figura 11 se muestra el espectro de absorcion del fenantreno en solucion
etandlica con el fin de determinar cual es la longitud de onda a la que se deben leer

las muestras.
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Figura 11. Espectro de absorcién del fenantreno utilizando como solvente

etanol absoluto en una concentracion de 10.6 pg/ml.
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En esta figura se observa que el fenantreno tiene una absorbancia maxima a una

longitud de onda de 250 nm.

También se hicieron espectros de tierra para ver que esta no tuviera algun
hidrocarburo u otro elemento que interfiriera con el fenantreno, y de acuerdo a esto
de tres muestras tomadas, se eligio |a tierra adecuada para trabajar.

Este barrido se realizd con la solucion etandlica-estrato corneo previamente

preparada (figura 12).

10
205
" [
00— 1 : :
220 240 260 280
Wavelength (nm)

G X 2104356, Y: 04722222
Figura 12. Espectro de la tierra elegida para este trabajo, en solucion etanol-

estrato corneo.

En este barrido se observa que no interfieren tanto la tierra como el estrato corneo

en la regién maxima de absorcién del fenantreno.

En la figura 13 se muestra el espectro del fenantreno en solucion de etanol estrato
corneo-tierra, con el cual se eligid la longitud de onda maxima (250nm), esta
longitud de onda fue utilizada para realizar las lecturas de absorbancia de las
muestras ya que no mostré cambio alguno en cuanto a longitud de onda vy

absorbancia con respecto al espectro del fenantreno en etanol puro (figura 11).

51



'y

\
\ P
. =5 // \W¥ .
g N e

T~
200

220 240 260 280 300
Wavelength (nm)

] X:211.146, Y. 1.781181
Figura 13. Espectro de absorcion del fenantreno utilizando como solvente
solucion etandlica previamente preparada con estrato cérneo, el fenantreno

se encuentra a una concentracion de 10.6 pg/ml.

La figura 14 muestra la curva de calibracion para el fenantreno. El coeficiente de
variacion global fue de 3.77% (tabla 3) y los coeficientes de variacién individual para

cada punto de la curva se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Coeficientes de variacion individuales para cada punto de la curva de

calibracion (Garcia et al. 2002)
conc. abs prom |C. V. indiv. %
(ng/ml)
0.53 0.177 3.61
242 0.777 0.08
424 1.522 1.01
8.48 3.034 1.20
10.6 3.873 0.16
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El coeficiente de correlacion fue de 0.999857 y el de determinacion fue de 0.999714,
la ordenada en el origen tuvo un valor de b = 0.0131 y la pendiente m= 0.3638. Las
pruebas estadisticas muestran que la curva de calibracion paso la prueba de

linealidad, la prueba de la pendiente y la de la ordenada al origen (Anexo 1y 2).

Esta curva fue utilizada para calcular la cantidad de microgramos absorbidos en la
piel de cerdo a diferentes tiempos de contacto (tabla 4), y el tabla 3 se muestran las
concentraciones de cada punto de la curva con el promedio de las absorbancias ya

que se leyeron por triplicado.

Tabla 3. Datos de la curva de calibracion

conc.g/ml abs prom | abs/conc | promedio | desvest |C.V.global
053 | 0177 = 0.333 ‘ 0.356 | 0.013 3.772

212 | 0777 0.366

4.24 1.522 0.359

848 | 3.034 0.358

10.6 | 3.873 0.365

45 -
4. y =0.3638x - 0.0131

354 RE =0.9997

25 4
2
154
o
0.5 4
0+ , i
0 2 4 6 8 10 12

#g / ml de fenantreno

Figura 14. Curva de calibracién de fenantreno en solucion etandlica

previamente preparada con estrato corneo (<l 2002
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El objetivo de este trabajo fue evaluar el grado de penetracion de fenantreno
contenido en muestras de tierra considerando que es un contaminante que puede
encontrarse en el suelo con el que el ser humano puede entrar en contacto, ya sea
de manera accidental o por exposicion laboral. Como se discute mas adelante son
pocos los estudios en donde se determina la potencialidad del fenantreno para

penetrar a través de la piel, de ahi la importancia de este trabajo.

Las permeaciones se llevaron acabo simulando el contacto de la piel con
tierra contaminada con hidrocarburos, el caso particular de este trabajo, con

fenantreno.

De las pruebas realizadas se obtuvo la cantidad de fenantreno absorbido y la
distancia de penetracion. La cantidad se determind a partir de cada cinta
extrayendo el fenantreno con tres ml de etanol absoluto y leyendo en el espectro
UV/visible. Para determinar la distancia de penetracién, se peso cada cinta antes y
después de hacer el stripping, calculando la diferencia entre el peso final y el peso
inicial, siendo el resultado el peso del estrato cérneo removido. Los calculos que se

hicieron para obtener la distancia de penetracion fueron los siguientes:

Peso final de la cinta en g - peso inicial de la cinta en g = peso del estrato corneo en
g y considerando que la densidad del estrato cérneo es de aproximadamente 1 g /

cmS (Anderson et al. 1973) :

1 g de estrato corneo =1 cm® de estrato corneo

Area de la celda =13.20 cm?

Distancia de penetracion = _Volumen de estrato corneo en cm
Area de la celda cm?
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Una vez obtenidas las distancias de estrato cérneo para cada cinta, se calcularon
las distancias acumuladas para cada muestra de piel. Por ofro lado, la cuantificacién
de fenantreno en cada cinta, permitié construir los perfiles de cantidad permeada en
funcién de la distancia.

Asi pues, de los resultados obtenidos del calculo, se hicieron las siguientes graficas

de distancia de penetracién acumulada en mm contra los pg de fenantreno (figuras
15-20) que se obtuvieron en cada cinta a los diferentes tiempos de contacto (1 h,
2h, 3h, 4h, 6h y 24h).

—e—mtal
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fenantreno absorbido (ug)
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o g o U O 0 OO,
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distancia de penetracién (mm)

Q

Figura 15.Grafica del perfil que sigui6 el fenantreno en contacto con piel
durante 1h.
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Figura 16.Gréfica del perfil que siguié el fenantreno en contacto con piel
durante 2h.
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Figura 17.Gréfica del perfil que siguié el fenantreno en contacto con piel
durante 3h.
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Figura 18.Gréfica del perfil que siguié el fenantreno en contacto con piel
durante 4h.

g 300
o 250 4
3 \
'E 200 \
é 150 \ —+—mta 1
o —=—mta 2
£ 100 \ —a—mta3
£ 5
g M
8 0 : ?

0 0.02 0.04 0.06 0.08

distancia de penetracién (mm)

Figura 19.Gréfica del perfil que siguié el fenantreno en contacto con piel
durante 6h.
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Figura 20.Gréfica del perfil que sigui6 el fenantreno en contacto con piel
durante 24h.

En la tabla 4 se presenta la cantidad total de fenantreno que permed, asi como la
distancia maxima de penetracién y la cantidad de fenantreno que fue colocada en
cada muestra de piel, recuerde que esta cantidad de fenantreno estaba mezclada
con aproximadamente 1.5 g de tierra.
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Tabla 4. Resultados de las permeaciones

Hora mg de ug de fenantreno | Distancia de
fenantreno que totales penetracion
se colocaron permeados (mm)
en mta.
1 5.3 48.0005 0.0454
52 339.8655 0.0432
4.6 381.3366 0.0382
2 5.3 142.9131 0.0370
54 310.5699 0.0455
5.1 104.3693 0.0478
3 5.19 71.1857 0.0371
5.4 162.8395 0.0498
5.8 197.9741 0.0440
4 4.07 36.3219 0.0441
52 234.4137 0.0456
538 123.3398 0.0457
6 5.14 360.1784 0.0589
4.97 241.1761 0.0511
5.1 418.6649 0.0579
24 4.8 126.8511 0.0632
4.3 198.6412 0.0619
4.1 172.7389 0.0594

En las graficas de las figuras 15-20 se muestra que el fenantreno es capaz de
penetrar el estrato corneo y que el tiempo influye en la distancia recorrida. Tomando
la distancia maxima de penetracion y la cantidad total permeada para cada tiempo
se hizo una tabla de ANOVA para determinar si habia diferencias entre grupos de
datos en cuanto a la distancia recorrida en funcion del tiempo (tabla 5) anexo 3.
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Tabla 5. ANOVA para determinar las diferencias entre distancias maximas a

los diferentes tiempos de contacto

Origen de las Suma de Grados de Promed. de los
variaciones cuadrados libertad cuadrados F
Entre grupos 0.00097 5 0.00019 10.73228
Dentro de los grupos 0.00022 12 1.806E-05
Total 0.00119 17

i
L

Probabilidad|Valor critico para F|
0.00042 3.10587

Ho: La distancia de penetracién se ve afectada con respecto al tiempo, entre mayor

es el tiempo mayor es la distancia

Hi: La distancia de penetracion no se ve afectada con respecto al tiempo, entre

mayor es el tiempo, la distancia de penetracion no cambia.

Si F cal <F critica se rechaza Ho

Si F cal =F critica no se rechaza Ho

El andlisis de variancia dio como resultado que si hay una diferencia significativa
entre las distancias de penetracion, por lo tanto la Ho es aceptada, y podemos decir
que la distancia de penetracion se ve afectada con respecto al tiempo. Para
corroborar en dénde estan marcadas esas diferencias se realizd la prueba de

Duncan, tabla 6 y 7 (Anexo 4).
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Tabla 6. Promedios de distancias maximas de permeacién acumuladas vy

promedios calculados de la tabla de Duncan "¢rson 1973)

Muestra 1 2 3 4 5 6
Prom obt de 3.22 2.98 313 3.28 333
tablas . |
_From 0.01665 | 0.01541 | 0.01618 | 0.01696 | 0.01722
significativos
Promdedist| 4. 2h 3h 4h 6h 24 h
acum.
| 0.04231 | 0.04345 | 0.04363 | 0.04517 | 0.05599 | 0.06148

Se calcularon las diferencias entre los promedios de las distancias de permeacion y
se compararon con los promedios significativos, para ver si existian diferencias entre

ellos.

Tabla 7. Diferencias entre promedios de distancias acumuladas

diferencias 24 h 6 h 4 h 3h 2h
1hr 0.01916 | 0.01368 | 0.00285 | 0.00131 | 0.00114
2h 0.018027 | 0.01255 | 0.00172 | 0.00018
3h 0.01785 | 0.01237 | 0.00154
4 h 0.01631 | 0.01083
6 h 0.00548

De las comparaciones que se hicieron entre los promedios de las distancias
acumuladas y los promedios calculados de tablas se encontré que entre las horas
1,2,3,4 y 6 no hay una diferencia significativa, pero entre las horas 6 y 24 ya existe
una diferencia significativa, esto es por que, en esta ultima prueba el tiempo se
cuadruplica y se permite que el fenantreno esté en contacto mucho mas tiempo con

la piel que en las horas anteriores. Este fenomeno se muestra en la figura 21.
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Figura 21. Grafica de tiempo contra distancia maxima de penetracién

Hasta aqui, nos podemos dar cuenta que el fenantreno tiene una alta permeabilidad
y que esta depende del tiempo de contacto y que se da de acuerdo a las
propiedades del estrato corneo y a las caracteristicas fisicoquimicas del fenantreno,
ya que este elemento tiene un bajo peso molecular y es altamente lipofilico (se
reporta para el fenantreno un coeficiente de particion muy alto: log P=4.6), lo que
facilita el paso a través de la barrera de permeacion la cual estd compuesta
principalmente de lipidos y proteinas y considerando que la ruta mas probable de
penetracion es la conformada por los lipidos intercelulares, esto explica la

factibilidad de que el fenantreno y la mayoria de los HAPs puedan penetrar eeteta-

1998; Sartorelli et al. 1998)

Debido a la alta lipofilia del fenantreno su transporte a través del estrato corneo se
ve favorecida, no obstante, habria que comprobar si es capaz de permear a capas
mas profundas como la epidermis y la dermis las cuales presentan propiedades
hidrofilicas. De no ser asi, se puede esperar que se forme un depdsito de

fenantreno en el estrato corneo a partir del cual pudiera irse liberando lentamente.

En la figura 22 se observa que el tiempo no influye con la cantidad total de

fenantreno que es absorbido ya que la cantidad absorbida varia en todos los
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tiempos y se encuentran muestras en las que la cantidad de fenantreno es muy alta
sin importar el tiempo de exposicién. Esto puede deberse a que los foliculos pilosos
juegan un papel importante en la permeacion cutanea y que, tal vez en ellos, esté
acumulandose una cantidad mayor de tierra contaminada y al momento de ser
lavada la piel este no alcance a retirarse por completo, ademas hay que tomar en
cuenta que la mayoria de los hidrocarburos son muy poco solubles en agua por lo
que el lavado que se hizo pudo no ser tan efectivo e incluso aleatorio, resultando la

alta variabilidad que se presentas en la figura 22 (Heflet et al. 1998: Sartorelli et al. 1958)

| T —

pg de fenantreno

Figura 22. Grafica de g totales de fenantreno absorbidos en estrato cérneo

De acuerdo a las cantidades totales absorbidas se realizdo un anélisis de varianza
(ANOVA) para determinar si habia diferencias entre resultados de cantidades
totales absorbidas con respecto al tiempo, tabla 8 (Anexo 5).
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Tabla 8. ANOVA para determinar las diferencias entre microgramos totales

absorbidos a los diferentes tiempos de contacto.

Origen  de  lasSuma delGrados dePromedio  de los
variaciones cuadrados ibertad cuadrados F
Entre grupos 95653.0351 5 19130.6070 1.67158
Dentro de los grupos|137335.3235 |12 11444.6103
Total 232988.3587 17

Valor criticol

Probabilidadpara F
0.21574  [3.10587

Ho: La cantidad total de fenantreno permeada se ve afectada con respecto al

tiempo, entre mayor tiempo de contacto mayor cantidad de fenantreno permeado.

Hi: La cantidad total de fenantreno no se ve afectada con respecto al tiempo, entre

mayor tiempo de contacto no hay diferencia en la cantidad de fenantreno

permeado.

Si F cal <F critica Ho es rechazada

Si F cal =F critica Ho es aceptada

El analisis de variancia dio como resultado que no hay una diferencia
significativa entre los microgramos totales de fenantreno absorbidos, por lo tanto la
Ho es rechazada en este caso. Algunos autores como Sartorellj (S2roreli et al.. 1998)
obtienen resultados en los que se observa que entre mayor es el tiempo de

exposicion mayor es la cantidad de fenantreno absorbido, sin embargo las técnicas
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de permeacion empleadas en ese trabajo y en el presente estudio difieren, puesto
que lo que hizo Sartorelli fue determinar la cantidad permeada a través de piel de
mono (Cercopihtecus aetiops). Este autor utilizé una celda de Franz en la cual
colocd el fenantreno en solucién de acetona sin oclusion, como liquido receptor
utilizé una solucion salina con sulfato de gentamicina y 4 % de albumina de suero
de bovino, la piel que él utilizo fue la del abdomen y con estudios in vivo e in vitro
demostré que la absorcién percutanea a través de piel de mono es similar a la de
humano. Sartorelli realizé estudios de permeacion evaluando la cantidad de
fenantreno que atraviesa piel entera. En nuestro caso se construyeron perfiles de
distribucion en estrato corneo, ademas la solucion de acetona que utilizo Sartorelli
pudo haber extraido lipidos del estrato cérneo lo que explica una mayor absorcion

del fenantreno (Sartorelli et al., 1998; 1995)

Para determinar si todos los resultados de los pg absorbidos estan dentro de

una distribucion normal se hizo una prueba de Kolmogorov y de acuerdo a esta

prueba el 99% de los datos siguen una distribucién normal (anexo 6) (Daniel W.1993)

El fenantreno es un hidrocarburo de bajo peso molecular, y es un compuesto
de alto riesgo ya que se considera como cancerigeno (Hene! e al. 1998; Braga et al., 1999,
Borone et al.2000) /- debido precisamente a su bajo peso molecular su absorcion en la
piel se facilita. Sartorelli S2"relli et 3l 1998) ran5rta una constante de permeabilidad
(Kp) para el fenantreno de 1.96X10™° cm/h en un tiempo de 12.39 h lo que quiere
decir que la permeabilidad del fenantreno en la piel es alta. Nosotros pudimos
observar de acuerdo a nuestras graficas que el fenantreno si tiene una alta
permeabilidad ya que en algunos casos, penetraron hasta 300-400ug, nosotros
utilizamos una celda de perfusion, en la que se colocd la muestra de tierra
contaminada con fenantreno, recordemos que el fenantreno se encontraba
mezclado con tierra, por lo tanto, la superficie de contacto con la piel no era

exclusivamente con el fenantreno, por lo que puede ser que la distribucién no haya
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sido del todo homogénea en toda la superficie a esto atribuimos que se haya
obtenido un total de fenantreno absorbido mayor en unas muestras que en otras.
Como ya mencionamos anteriormente los foliculos pilosos tuvieron que ver mucho
en estos resultados ya que aqui se pudo haber acumulado parte del fenantreno, que
al momento de hacer el stripping se arrastro en la cinta y tampoco descartamos

que en las glandulas sebaceas se acumuld otra gran parte de este compuesto
(Sartorelli et al., 2000; 1998)

Siempre que se habla de toxicologia y farmacologia cutanea se debe tener en
cuenta el coeficiente de particiéon, pues este es uno de los factores junto con el peso
molecular que puede influir de manera importante en la absorcion de medicamentos
o sustancias potencialmente toxicas. La absorcion de una sustancia esta
determinada por la afinidad relativa por el solvente y el estrato cérneo ©°¥° 2000,

Para el fenantreno algunos autores reportan un coeficiente de particion K
de 398107 (Saroreli etal. 1998) y, 4o acuerdo a que es altamente lipofilico podemos decir
que sigue facilmente la ruta de penetracion intercelular a través de la matriz lipidica
pero luego de ser atravesada se encuentra la base epidérmica que esta formada por
un alto contenido de agua y en la cual el fenantreno se detiene debido a su baja
solubilidad en agua por lo que se considera muy dificil que por esta ruta siga su
camino a la circulacién general, aunque como ya se menciond anteriormente,
pudiera formarse un reservorio en el estrato corneo, en donde el fenantreno se

acumula y se fuera liberando lentamente.
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8. Conclusiones

. En este trabajo se evalué la penetracion de fenantreno a través de piel de
cerdo determinando la influencia del tiempo de contacto sobre la cantidad
permeada y la distancia de permeacion.

. El tiempo de contacto influye en la distancia de permeacion del fenantreno. A

tiempos de contacto prolongados la distancia de permeacion es mayor.

. No se encontré una diferencia significativa en cuanto a la cantidad total

permeada para los diferentes tiempos de contacto.

. La gran variacion observada en los resultados obtenidos se atribuye por un
lado, a que no fue posible controlar las caracteristicas y edad de los cerdos
empleados, y por otro lado, se cree que la gran cantidad de foliculos pilosos
en el cerdo contribuye a que el fenantreno se acumule de manera irregular en

estos apéndices.

. El fenantreno es capaz de atravesar la barrera de permeacion de la piel
(estrato corneo) y esto se debe a sus caracteristicas fisicoquimicas, como

son su lipofilia y su bajo peso molecular.

. A pesar de que algunos autores indican que las rutas de entrada mas
probables para los HAPs son el tracto respiratorio y el tracto gastrointestinal,
no debe descartarse la ruta transdérmica pues al ser la piel la interfase entre
nuestro organismo y el medio externo, es muy alta la posibilidad de estar
expuesto a este tipo de compuestos y que penetren en cierto grado por via

cutanea (Ross 1980; Sartorelli et al., 1998}‘

67



7. La técnica de tape stripping es de gran utilidad para estudiar la penetracion
de sustancias toxicas mediante pruebas ex vivo en modelos animales y es
facilmente aplicable como una prueba in vivo en humanos, sobre todo en
lugares en los que la gente esta en riesgo de estar expuesta a estas

sustancias.

8. La relevancia de este trabajo radica en que es el primer estudio de

penetracion de fenantreno a través de piel mediante la técnica de tape

stripping.
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9. Perspectivas

Debido a los resultados obtenidos en este trabajo es conveniente que se sigan
investigando este tipo de sustancias, con los que directa o indirectamente estamos
en contacto. Muchos de los hidrocarburos los encontramos en: pesticidas, pinturas,
lacas, alimentos ahumados, humos de combustiones y de cigarro, en plantas
petroleras y también se pueden encontrar como sustancias de riesgo laboral. Debido
a esto, las posibles vias de entrada al organismo y los riesgos que se corren al estar
expuestos a ellos, deben de ser estudiados con mayor detenimiento sobre todo

porque la mayoria de estas sustancias se consideran como carcinogénicas.

La técnica de tape stripping empleada en este trabajo se acerca mucho a la realidad
ya que permite determinar (incluso in vivo en humanos) el grado de penetracién de
una sustancia a través del estrato corneo. Debido a que a nuestro conocimiento no
hay estudios de penetracion de HAPs mediante esta técnica, se sugiere:

e Estudiar la penetracién de fenantreno empleando técnicas analiticas mas
sensibles como HPLC, HPTLC o electroforesis capilar.

* Hacer estudios en piel estandarizada para obtener datos mas precisos.

¢ Estudiar la penetracion de otro tipo de hidrocarburos a través de la piel,
ademas del fena.ntreno.

e Cuantificar hidrocarburos en sujetos expuestos cotidianamente a ellos

mediante tape stripping.
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12. Glosario

Amalgama: Recibe este nombre la operacion de ligar el mercurio con algun metal
por medios fisicos como la frotacién o el calentamiento y el batido, etc. El mercurio
facilimente amalgama con el oro, la plata, el zinc, etc., siendo, condicién previa que
le metal este completamente limpio y desengrasado por medio de una lejia

(hipoclorito de sodio) de potasa de sodio, o de algun acido enérgico.

Agua freatica: Es el agua subterranea mas cercana a la superficie, de gran
importancia para el desarrollo de las plantas.
Agua subterranea que se presenta en la zona de saturacion y que tiene una

superficie libre.

Betlin: Nombre de varias sustancias naturales compuestas de carbono e hidrégeno,

que arden con llama, humo espeso y olor peculiar.

Coque: Residuo duro y poroso que resulta después de la destilacion del carbono. El
coque se utiliza como reductor en siderurgia, para la fundicion del hierro y obtener
acero a partir del arrabio. Tiene un color gris negruzco y un brillo metalico. Contiene,
en su mayor parte carbono (92%) y el resto ceniza (8%) su valor calorifico es muy

elevado.

Coquificacion : Transformar la hulla en coque.

Creosota: Es una mezcla de muchas sustancias quimicas que se originan al
quemar madera de haya y otras maderas, carbon, o de la resina del arbusto de
creosota. La creosota de madera es un liquido grasiento entre incoloro o amarillento
con olor a humo y sabor a quemado. La creosota de alquitran de hulla es un liquido

aceitoso espeso, tipicamente de color entre ambar y negro. El alquitran de hulla y el
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residuo de alquitran de hulla son generalmente liquidos espesos de color negro o
pardo oscuro, 0 son semisodlidos con olor a humo. La creosota de madera se ha
usado como desinfectante, laxante y para tratar la tos, aunque hoy en dia ha sido
remplazada por medicamentos mas eficaces. Los productos de alquitran de hulla se
usan en medicina para tratar enfermedades de la piel, también en repelentes de

aves y otros animales, insecticidas, liquidos para bafiar a animales y fungicidas.

Eccema: Afeccion de la piel caracterizada por vejiguillas muy espesas que forman

manchas irregulares y rojizas.

Escorrentia: Llamamos escorrentia a la lamina de agua que circula en una cuenca
de drenaje, es decir la altura en milimetros de agua de lluvia escurrida y extendida
uniformemente. Normalmente se considera como la precipitacion menos la

evaporacion real.
Hollin: Parte crasa y negra del humo que se pega a las chimeneas.
Horripilar: Hacer que se erice el cabello o pelo.

Hulla: Combustible fésil con una riqueza entre 75 y 90% vy un contenido en
volatiles que oscila entre 20 y 35%. Es negra, mate y arde con dificultad con una
llama amarillenta. Se diferencia del lignito, por su mayor poder calorifico (entre 30 y
36 MJ/Kg. En la revolucion industrial se le llamo carbon de piedra. Se emplea como
combustible y en la siderurgia. Se usaba para obtener gas y una gran cantidad de
productos quimicos, dando lugar a la carboquimica. Ha sido sustituido por le

petroleo y el gas natural.
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Lixiviacion: Se entiende por lixiviacion la operacion de tratar un material por un
disolvente hasta que no quede, materia soluble, vale decir, que el elemento soluble

se puede considerar practicamente agotado.

Particulas suspendidas: Son particulas solidas o liquidas dispersas en la
atmosfera (su diametro va de 10p m) y pueden ser polvo cenizas, hollin, particulas
metalicas, cemento, o polen. La fraccién respiratoria de PST (particulas suspendidas
totales conocidas como PM-10 esta constituida por aquellas particulas de diametro
inferior a 10(, que tiene la particularidad de penetrar en el aparato respiratorio hasta
los alvéolos pulmonares, sus fuentes principales son: combustion industrial y
doméstica del carbono y diesel, procesos industriales, incendios, erupciones

volcanicas, etc.

Precipitacion: Lluvia nieve o granizo que se deposita en la tierra.

Permeacion: Es el paso de un soluto de un lado de una membrana a otro.
Pirolisis: Reaccion quimica que se utiliza para romper Hidrocarburos.

Sedimentos: Materia que habiendo estado en suspension en un liquido se posa en
el fondo. Material que se encuentra en suspension en el ambiente y que se deposita

en la tierra.

Sustancias hiimicas: Constituyen grupos heterogéneos que no estan definidos por
una composiciéon determinada (como seria lo ideal) sino que se establecen en base
a su comportamiento frente a determinados reactivos (segun sean solubles o
precipiten). EI humus al tratarlo con una serie de reactivos extractantes se separa en
una serie de fracciones. A cada fraccion extraida se le da un nombre. Mediante los

reactivos alcalinos, como la NaOH, se separan las huminas (que son insolubles) de
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los acidos fulvicos y humicos, que son solubles. Estos Ultimos se separan mediante
tratamiento acido, generalmente HCI; los &cidos falvicos son solubles en HCI
mientras que los humicos son insolubles. ElI comportamiento frente al calcio
diferencia dos fracciones de acidos humicos: acidos humicos pardos, solubles en

calcio y acidos humicos grises, insolubles en calcio.

Teratogénico: (teratogén). Agente fisico o quimico capaz de producir defectos

congénitos y/o malformaciones permanentes durante el periodo pre-natal al
organismo en desarrollo, en dosis que no afectan a la madre. Estos defectos

pueden causar el aborto espontaneo.

WHO: World Health Organization (Organizacion Mundial de la Salud) fue
establecida el 7 de abril de 1948, esta encargada de estables reglas y normas para

la salud mundial.
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Anexo 1

Curva de calibracion del fenantreno

(Garcia et al., 2000)

Conc.ug/ml abs abs/ con. promedio desvest C.V. Individual
0.53 0.1767 0.33339623 0.333333333 0.01202327 3.606981582
0.53 0.1765 0.33301887
0.53 0.1768 0.33358491
212 0.7765 0.36627358 0.366493711 0.00030326 0.082746156
212 0.7767 0.36636792
2.12 0.7777 0.36683962
424 1.5239 0.35941038 0.358946541 0.00396503 1.104628399
424 1.5209 0.35870283
424 1.521 0.35872642
8.48 3.0257 0.35680425 0.357810535 0.00482417 1.348247508
8.48 3.0343 0.3578184
8.48 3.0427 0.35880896
10.6 3.8758 0.36564151 0.36536478 0.00057154 0.156430059
10.6 3.8769 0.36574528
10.6 3.8659 0.36470755

conc.ug/ml abs prom abs/conc promedio desvest C.V.global
0.53 0.17666667 0.33333333 0.35638978 0.01344243 3.771832821
2.12 0.77696667 0.36649371
4.24 1.52193333 0.35894654
8.48 3.03423333 0.35781053
10.6 3.87286667 0.36536478

a=0.36380219
b=-0.0130552
r=0.99985753
curva de calibracién fenantreno
45
4 4 y=0.3638x - 0.0131
35 4 R? = 09997
3 4
w 254
=} 2 -
15+
1
05 -
U L] T T T
0 4 B 8 10 12
pg/ ml de fenantreno
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Anexo 2

Calculo de la linealidad del sistema CEATEMIG 2000

Intervalo de la pendiente

Se obtuvo una tygrs o2 =3.182

A partir del valor de t tedrica se calculd el intervalo de la pendiente
IC(B;) = 0.36735 , 0.36025 este intervalo no incluye cero

y se hizo el calculo de la t experimental siendo = 102.5056
Hipotesis de aceptacion

Ho: La pendiente no es igual a cero

Hi: La pendiente es igual a cero

Al comparar la t tedrica con la t experimental encontramos que hay una diferencia muy significativa y que
se acepta la hipétesis Ho, que indica que la pendiente no es igual a cero

Intervalo de la ordenada en el origen
Se obtuvo una t 0.975, n-2 = 3.182

A partir del valor de t tedrica se calculo el intervalo de la ordenada, el cual debe incluir cero
IC(Bo) = 0.08572 , -0.05961 este intervalo incluye cero

Se calculé CV,, el cual no debe exceder del 2%

CV =1.06063 %

se hizo el calculo de la t experimental siendo = 0.571627
Hipotesis de aceptacion

Ho: La ordenada en el origen no es igual a cero

Hi : La ordenada en el origen es igual a cero

Al comparar la t tedrica con la t experimental encontramos que no hay diferencia significativa y que
se acepta la hipotesis Hi, que indica que la ordenada al origen es igual a cero
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Anexo 4

Prueba de Duncan (

Anderson, 200 |}
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des estandar global = 0.005170114
muestra 1 2 3 ' 4 5 6
Ipromedios significativos 3.22 298 3.13 3.28 3.33
| 0.016647766 | 0.015406939 | 0.01618246 | 0.01695797 | 0.01721648
promedios 1h 2h 3h 4h 6h 24 h
0.042314981 0.043451123 | 0.043627856 | 0.04516796 | 0.05599918 | 0.06147791
diferencias 24 h 6h 4h 3h 2h
1h 0.01916293 0.0136842 |0.002852979|0.00131288 | 0.00113614
2h 0.018026788 0.012548058 | 0.001716837 | 0.00017673
3h 0.017850055 0.012371325|0.001540104
4h 0.016309951 0.010831221
6 h 0.00547873
Comparaciones de los promedios para al prueba de Duncan de 24 h
24 h 2h 3h 4h 6h 24
24h-1 h= 0.01916293 0.016647766 | 0.015406939 | 0.01618246 | 0.01695797 | 0.01721648
24h-2 h= 0.018026788 0.016647766 | 0.015406939 | 0.01618246 | 0.01695797 | 0.01721648
24h-3 h= 0.017850055 0.016647766 | 0.015406939 | 0.01618246 | 0.01695797 | 0.01721648
24h-4 h= 0.016309951 0.016647766 | 0.015406939 | 0.01618246 | 0.01695797 | 0.01721648
24h-6 h= 0.00547873 0.016647766 | 0.015406939 | 0.01618246 | 0.01695797 | 0.01721648
Comparacion de los promedios de 6 h con los promedios obtenidos de tablas
6 hrs 2h 3h 4 h 6h
6 h-1 h= 0.0136842 0.016647766 | 0.015406939 | 0.01618246 | 0.01695797
7 h-2 h= 0.012548058 0.016647766 | 0.015406939 | 0.01618246 | 0.01695797
8 h-3 h= 0.012371325 0.016647766 | 0.015406939 | 0.01618246 | 0.01695797
9 h-4 h= | 0.010831221 0.016647766 | 0.015406939 | 0.01618246 | 0.01695797
comparacion de los promedios de 4 h con los promedios calculados de tablas
4h 2h 3h 4h
4 h-1h= 0.002852979 0.016647766 | 0.016647766 | 0.01618246
5h-2 h= 0.001716837 0.016647766 | 0.016647766 | 0.01618246
6 h-3 h= 0.001540104 0.016647766 | 0.015406939 | 0.01618246
Comparacion de los promedios de 3 h con los promedios obtenidos de tablas
3h 2h 3h
3 h-1h= 0.001312875 0.016647766 | 0.016647766
4 h-2 h= 0.000176733 0.016647766 | 0.016647766
Comparacion de los promedios de 2 h con los promedios obtenidos de tablas
2h 2h
2h-1h= 0.001136142 0.016647766
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