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Resumen 

La electroporación por ondas electromagnéticas (OEM) de corrientes eléctricas de alto voltaje y pulsos cortos 
produce electropermeabilidad  de  la membrana celular, (“poros” reversibles y transitorios) facilitando el paso 
de sustancias.  
Estudiamos  el paso de macromoléculas (tinta china negra) a través de la piel por microscopia óptica y  
electrónica.  

Material y M étodos Utilizamos  12 cobayas: A seis de ellos les administramos 4 ml   de suspensión del 

colorante al 5% en liposomas. Simultáneamente aplicamos OEM   de  TDES® veinte minutos. A cinco, 
administramos el colorante sin aplicación de OEM y a uno se aplicó  OEM sin colorante. Realizamos biopsias 
cutáneas, en zonas tratadas y control, al final de la sesión, a 24, 72, 96 horas y al mes. En el análisis de 
imagen valoramos los espacios intercelulares y los diámetros de  las partículas colorantes en el Servicio  de 
Análisis de imagen (Universidad de Murcia).  
Resultados y discusión: Inmediatamente al finalizar el tratamiento destacaban los depósitos de pigmento 
negro sobre el estrato córneo, en epidermis  y folículos pilosos, mientras que en las biopsias posteriores se 
observó también en la dermis (macrófagos, alrededor de los vasos y  fibras de colágena).  

Ultraestructuralmente observamos las partículas de tinta china en las células epiteliales y en los 
canales intercelulares en folículo piloso. Destacando en los folículos pilosos aberturas de los espacios 
intercelulares ( canales o “poros”) cuyos diámetros oscilaban entre 3,10 y 0,84  µm así como las partículas de 
tinta china (3,097 a 0,047) µm, ue también se observaban en la dermis adyacente junto a glándulas  sebáceas 
y vasos sanguíneos.  
            En las muestras con tinta y sin exposición electromagnética observamos las partículas exclusivamente 
en las capas superficiales del estrato córneo , mientras que  en las que solo se aplicaron OEM no observamos 
partículas de tinta. En ninguna biopsia observamos alteraciones tisulares ni ultraestructurales.  

Conclusión: El método de electroporación por OEM (TDES ®) ha demostrado el transporte transdérmico de 
tinta china mediante la abertura de “poros” o canales intercelulares, y puede constituir una alternativa no 
invasiva de administración de macromoléculas. 
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Introduccion      

La vía transd érmica constituye una alternativa a las vías tradicionales (oral, intramuscular y parenteral) de administración de 

principios activos y medicamentos. La electroporación induce un incremento en el transporte transmembrana celular (1) a través de 

pulsos de alto voltaje, que ha permitido ensayar la administración a través de la piel de distintas drogas en diversas patolog ías: 

inflamatorias (2 3) dolorosas (4) y en la quimioterapia del cáncer (5), tanto en neoplasias humanas (6 7 8 9) como en animales 

(10). Sin embargo, no hemos encontrado estudios sobre las características morfológicas del transporte transdérmico por este 

método.  En este trabajo hemos  estudiado morfológicamente el paso de sustancias macromoleculares ( tinta china y otros 

colorantes) a través de la piel, mediante el  estudio sistematizado de biopsias periódicas de las zonas cutáneas tras la (tinta china 

negra y verde marcadora, hematoxilina, eosina y azul tripán) junto con las ondas electromagnéticas del electroporador TDES®-

Dercont Dell®, con el fin de conocer las posibles vías o “poros” de penetración  en la piel. 

  
  

  

Material y Métodos      

  

             

Hemos utilizado doce cobayas del Servicio de Animales de Laboratorio (n º REGAES 300305440012) que fueron sedados con 0,3 ml/ i.m. de 

clorhidrato de ketamina (Merial S.A., Lyon, Francia).   A dos animales le administramos, mediante goteo, 5 ml de la suspensión de tinta china negra 

(Royal Talem, Holanda) al 5% en liposomas de lecitina de soja. Simultáneamente deslizamos el cabezal emisor de ondas electromagnéticas de alta 

frecuencia del equipo TDES® (Dercont Dell ® ,Murcia, España) durante veinte minutos. A otros cuatro  les administramos, de igual forma,  4 ml de cada 
uno de los otros cuatro colorantes al 5% en liposomas de lecitina de soja: tinta marcadora indeleble verde (Thermo-Shando, Pacisa Girona, Barcelona, 

Spain); hematoxilina de Harris, eosina (Sigma Co, Madrid, Spain) y azul trip án (Merck, Germany).  Los seis  animales restantes fueron utilizados como 

controles: a cinco les administramos los colorantes de modo similar a los grupos anteriores tratados, aunque sin la aplicación de las ondas 

electromagnéticas, deslizando al mismo tiempo el cabezal emisor del equipo TDES®  desconectado de la red eléctrica. Al  animal restante le 

 administramos 5 ml de lecitina de soja pero sin los colorantes y le aplicamos las ondas electromagnéticas deslizando el cabezal del equipo TDES®  
durante veinte minutos.  

Estudiomorfológico - ultraestructural: Realizamos biopsias punch de 8mm, a las zonas cutáneas tratadas y controles inmediatamente 

después de terminar la sesión, a las 24, 96 horas y al mes, que  fueron fijadas en formol neutro tamponado al 10% y procesadas por el método habitual 

para su inclusión en parafina. Realizamos secciones de 4 µm que fueron teñidas con hematoxilina-eosina y con la técnica argéntica de Masson-

Fontana. A las secciones histológicas correspondientes a las zonas cutáneas tratadas exclusivamente con Hematoxilina, se les realizó la técnica de 

tinción de H.E. sin pasar las muestras por hematoxilina y ti ñendolas exclusivamente con eosina y  al contrario a las muestras a las que se administró 

eosina.  En las muestras tratadas con azul tripán se realizaron las secciones histológicas por congelación sin procesado previo en parafina, mediante 

criostato (Microm HM500, Walldorf, Germany). 

Para el estudio microscópico electrónico de transmisión, muestras cutáneas representativas de 1mm3 fueron fijadas en formaldehído/glutaraldehido 
(Karnovsky, 1965), postfijadas con tetróxido de osmio al 1%, teñidas con acetato de uranilo al 1.5%, deshidratadas con alcoholes a concentraciones 

crecientes e impregnadas con resinas epoxy. Las secciones ultrafinas fueron estudiadas y fotografiadas en un microscopio electrónico ZEISS EM10C.  
  

  

Resultados      

1º En las biopsias realizadas inmediatamente tras el tratamiento destacaba al microscopio óptico la presencia de depósitos de 

part ículas de pigmento negro brillante o verde según la tinta administrada que se disponían en ac úmulos  pequeños y múltiples, 

localizándose en el estrato córneo, en la epidermis y en los poros foliculares. No se observó pigmento en la dermis (Figura 1 y 

Figura 2).  

               El estudio al microscopio electrónico  confirmó la  presencia del pigmento de las tintas en el estrato córneo y espinoso, 

como pequeños acúmulos de partículas geométricas de contornos angulares, que destacaban de los gr ánulos de queratohialina por 

presentar mayor electrodensidad y una forma más redondeada u ovoide (Figura 3  y Figura 4).  

2º  El estudio al microscopio óptico de las biopsias, realizadas a las 24, 48, 96 horas y al mes de la administración de la tinta; 

Página 2 de 257º Congreso Virtual Hispanoamericano de Anatomía Patológica

30/09/2005http://www.conganat.org/7congreso/final/vistaImpresion.asp?id_trabajo=302



demostró la presencia de  partículas de tinta en las localizaciones anteriores (estrato córneo y queratinocitos epidérmicos) y en los 

queratinocitos de las porciones intradérmicas y en el citoplasma de los macr ófagos, preferentemente alrededor de los vasos 

sanguíneos y entre los haces de fibras colágenas y músculos (Figura 5  y Figura 6).  

            El estudio al microscopio electr ónico  demostró la presencia de dichas partículas de en el citoplasma de los  queratinocitos. 

Las múltiples secciones semifinas seriadas (Figura 7) y las ultrafinas permitieron visualizar las distintas fases del transporte de las 

part ículas de tinta china desde los queratinocitos foliculares hasta la dermis. En algunas zonas visualizamos la apertura de canales o 

“poros” por separación total de las estructuras desmosómicas entre las dos células adyacentes, cuyos diámetros m áximos oscilaban 

entre 0,84 µm-3,10 µm (media de 2,01 µm± 0,58), permitiendo así el paso directo de las partículas a la dermis (Figura 8).  En otras 

zonas observamos la apertura parcial de dichos espacios intercelulares que afectaba a la porción interna de la uni ón entre células 

adyacentes, (Figura 9)  y en las secciones ultrafinas siguientes, dicha separación intercelular llevaba a la formación de “poros” o 

espacios en la porción central de la uni ón de las células vecinas (Figura 10 y Figura 11). En otras secciones el “poro ” se visualizaba 

en las porciones externas de la uni ón intercelular, comunicando  con la dermis adyacente (Figura 12). Asimismo observamos la 

formación de varios espacios intercelulares intercomunicados entre sí, que comunicaban la zona de la m édula del folículo piloso con la 

dermis adyacente, conteniendo  a su vez  varias part ículas de pigmento de distintos tamaños, cuyos tamaños  de estas part ículas 

observadas en los espacios intercelulares oscilaban entre 0,047 y 3,097 µm, y  una media de 0,276 µm (Figura 13).  

            También observamos partículas tanto en la dermis papilar como en la reticular, localizadas entre los haces de fibras 

colágenas (Figura 14 ), en la proximidad de las glándulas sebáceas, músculos y vasos sanguíneos, as í como en el interior de los 

citoplasmas de los macrófagos (Figura 15). Éstas eran básicamente de  configuración poligonal con bordes afilados y sus diámetros 

oscilaban  entre 0,28 µm y 1,60 µm con un valor medio de 0,82 µm.  

            Las zonas cutáneas controles en las que administramos exclusivamente la suspensión de tinta china, sin que aplicáramos las 

ondas electromagn éticas, mostraban tanto al microscopio óptico como electrónico part ículas de pigmento similares a las descritas 

anteriormente, pero localizadas exclusivamente en el estrato c órneo; mientras que en los animales a los que únicamente 

administramos las ondas sin aplicar tinta china no presentaban part ículas de pigmento en ninguna de las localizaciones anteriores 

(Figura 16). 

            Era de destacar que en ninguna de las muestras cutáneas tratadas y en las que aplicamos los colorantes, observamos 

alteraciones tisulares microscópicas ni ultraestructurales,  características de la injuria celular (necrosis, tumefacción, vacuolización 

celular, nuclear o de los orgánulos, alteraciones de las membranas, ni de las mitocondrias etc.), tanto en el  epitelio como en los 

anejos cutáneos ni en la dermis.  

            Las secciones histológicas de las áreas cutáneas a las que se aplicó la hematoxilina de Harris  y las ondas electromagnéticas 

fueron teñidas posteriormente únicamente con eosina. Sin embargo, mostraban las caracter ísticas tintoriales típicas de la habitual 

tinción de Hematoxilina-Eosina,( Figura 17) es decir, el estrato córneo, los citoplasmas celulares, las fibras colágenas, elásticas y 

sustancia intercelular de color rosa, y los núcleos de color azul-violeta; imágenes similares mostraban las tratadas con Eosina  y sólo 

teñidas con Hematoxilina (Figura 18). Las muestras que no fueron teñidas con ninguno de los colorantes, mostraban sólo tinción de 

los núcleos en las zonas correspondientes a las que se aplicó la Hematoxilina o bien se te ñían únicamente de color rosa las restantes 

estructuras (Figura 19), sin que se tiñesen los núcleos en las que se administró la Eosina. 

            A las biopsias correspondientes al tratamiento con azul tripán y las ondas electromagnéticas, las secciones, histológicas 

mediante criostato, fueron estudiadas al M.O. sin realizar tinción, aunque se colorearon de azul oscuro (Figura 20).  
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Figura 1. Partículas de tinta china en capa córnea y folículo piloso (H.E. 125x). 
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Figura 2. Tinta marcadora verde en capa córnea, epidermis, dermis y folículo piloso (M.O. 312.5x). 
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Figura 3. Partículas de tinta china en estrato córneo y granuloso (M.E. 3850x). 
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Figura 4. Tinta china en queratinocito del estrato granuloso (M.E. 3850x). 
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Figura 5. Pigmento en folículo piloso y dermis y macrófagos dérmicos (H.E. 312.5x). 

Página 8 de 257º Congreso Virtual Hispanoamericano de Anatomía Patológica

30/09/2005http://www.conganat.org/7congreso/final/vistaImpresion.asp?id_trabajo=302



    
Figura 6. Tinta china marcadora verde en dermis y vasos sanguíneos (M.O. 312.5x). 
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Figura 7. Sección semifina. Partículas de tinta china y visualización de canales en folículo piloso (500x). 
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Figura 8. Formación del poro intercelular en la zona del folículo piloso por ruptura de las uniones gap con paso masivo de tinta china 
(M.E. 5000x). 

Página 11 de 257º Congreso Virtual Hispanoamericano de Anatomía Patológica

30/09/2005http://www.conganat.org/7congreso/final/vistaImpresion.asp?id_trabajo=302



    
Figura 9. Apertura del espacio intercelular (poro) en células del folículo piloso con paso de tinta china (M.E. 8000x). 
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Figura 10. Apertura parcial de las uniones gap (M.E. 8000x). 
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Figura 11. Formación de poro intercelular en las células del folículo piloso por ruptura de las uniones gap con partículas de tinta china 
(M.E. 5000x). 
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Figura 12. Cierre parcial del canal con salida de partículas de tinta china (M.E. 5000x).  
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Figura 13. Apertura de multicanales entre células epiteliales del folículo piloso con paso de partículas de tinta china (M.E. 6000x). 
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Figura 14. Partículas de tinta china en dermis entre fibras de colágeno (M.E. 9300x). 
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Figura 15. Partículas de tinta china en macrófago junto a vaso sanguíneo (M.E. 9300x). 
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Figura 16. Control (partículas de tinta china en superficie de capa córnea) (M.O. 312.5x). 
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Figura 17. Aplicación de hematoxilina de Harris con TDES® + tinción con eosina (M.O. 312.5x). 
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Figura 18. Aplicación de eosina con TDES® (M.O. 312.5x). 
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Figura 19. Aplicación de hematoxilina de Harris con TDES® (M.O. 312.5x). 

    
Figura 20. Aplicación de azul tripán con TDES® (M.O. 312.5x). 
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Discusi ón      

  La electroporación, es un método físico desarrollado durante las últimas decadas (10), que utiliza pulsos cortos de alto voltaje con 

el fin de hacer permeable la membrana celular a los iones (11), anticuerpos, RNA (12) y DNA, drogas, etc. y se utilizó para la 

transferencia de genes a células de ratón (13). En la década de los noventa se realizaron los primeros estudios clínicos  sobre el uso 

de la electroporación en la quimioterapia de tumores y posteriormente se desarrollaron (14 15 16 17), etc.  

   El paso de las sustancias se ha relacionado con la formación de poros en la membrana celular tras la aplicación de los pulsos 

eléctricos (18 19) a nivel de la capa lipídica de la membrana celular e incluso a través del estrato córneo (20). Otros estudios han 

mostrado la evidencia indirecta de que pulsos de alto voltaje causan cambios en la estructura de la piel (21) y posiblemente llevan a 

la formación de caminos acuosos durante la aplicación del pulso eléctrico. Sin embargo, el mecanismo íntimo de tales fen ómenos no 

está claramente demostrado, ya que los “poros” no han sido evidenciados con ninguna técnica microscópica, posiblemente debido a 

su pequeño tamaño  y a su carácter transitorio y reversible (22).  El mecanismo del paso de sustancias a trav és de la piel ha sido 

explicado por dos rutas; transcelular e intercelular, ( a través de la epidermis como por v ía transfolicular 23 ), y relacionados con los 

distintos tipos de pulsos utilizados (24 25), de modo que con la aplicación de pulsos cortos de alto voltaje el transporte se realizaría 

fundamentalmente por v ía transcelular; mientras que cuando se disminuye el voltaje o se aumenta la duración del pulso el transporte 

ocurre preferentemente por la vía intercelular o transfolicular (26 27). Sin embargo, en nuestro trabajo, utilizando exclusivamente 

OEM  de pulsos cortos de alto voltaje observamos los dos mecanismos descritos de transporte, transcelular e intercelular, ya que en 

nuestro estudio morfológico-ultraestructural sistematizado observamos la presencia de part ículas de tinta china tanto en el estrato 

córneo y en todas las capas de la epidermis y en la dermis papilar, lo que indica el paso transcelular hasta la dermis, pero también 

observamos dicho paso de forma detallada a través de los espacios intercelulares de los queratinocitos adyacentes en los folículos 

pilosos y la llegada de las partículas de tinta china a la dermis, sin precisar la utilización de sustancias queratolíticas como la urea o 

tiosulfato sódico, como han  descrito previamente 28 ) para poder atravesar el estrato córneo mediante la creación de 

microconductos en la matriz queratínica que facilitaría la electroporación de los corneocitos y hacer pasar las sustancias a través del 

estrato córneo. 

            En los controles, donde aplicamos la tinta china sin la utilización de las ondas electromagnéticas, únicamente observábamos 

pequeños dep ósitos de pigmento, exclusivamente localizados en la capa más superficial del estrato córneo, pero nunca en las zonas 

epid érmicas profundas ni en la dermis.  

            Por otra parte, la aplicación de las ondas del equipo TDES® - Dercont Dell®  no originó en nuestro modelo experimental 
alteraciones morfológicas (macrosc ópicas, microscópicas, ni ultraestructurales), en las muestras cutáneas de las zonas tratadas, ni 

tampoco en los controles a los que aplicamos exclusivamente las ondas electromagnéticas, observando además que el estrato córneo 

mantenía su típico aspecto normal en hojaldre. Por otra parte, también se ha demostrado la idoneidad del cobaya como modelo 

animal para este tipo de estudios, como había confirmado anteriormente (29).  

  

Conclusiones       

En nuestro estudio ha demostrado la eficacia del método de electroporaci ón por ondas electromagnéticas con el equipo 

TDES® - Dercont Dell®  en la administración  de  sustancias a  través de la vía cutánea y transfolicular, que puede constituir 
mediante la apertura de “poros “ o canales intercelulares  una alternativa no invasiva de administración de macromoléculas 
sin originar alteraciones tisulares ni celulares.  
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