Evaluacion histologica del efecto de enzimas
con actividad depilatoria sobre piel vacuna.
Un estudio preliminar
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— Resumen

La industria curtidora genera una variedad de desechos potencialmente téxicos que depen-
den del proceso de depilado utilizado. Para atenuar esta contaminacién, se desarrollaron
sistemas alternativos de depilado, entre ellos el enzimdtico. En la epidermis, a nivel del
estrato corneo, se ubican lipidos que ocupan casi por completo el espacio intercelular entre
los queratinocitos y desempefian un importante papel como barrera hidrofébica. Esta barre-
ra debe transformarse para permitir el paso de las enzimas depilatorias hacia sus sitios de
accién: foliculo piloso/pelo y membrana basal. Las estructuras mencionadas deben eliminar-
se sin dafar el coldgeno, proteina determinante de la calidad del cuero. Sobre trozos de piel
bovina fueron analizados los efectos de diferentes pretratamientos tendientes a favorecer la
penetracién de enzimas depilatorias. Se utilizaron tensioactivos y sulfito de sodio como
pretratamiento y posteriormente tratamientos con proteasas comerciales, una de origen
pancrédtico y otra alcalina. El control fue tratado con buffer de bicarbonato de sodio. Las
muestras se colorearon con Hematoxilina Eosina y Tricrémico de Masson. En los cortes
sometidos a accién enzimdtica se encontraron cambios en el coldgeno que podrian alterar la
calidad del cuero.Se concluye que el estudio histolégico de la piel permite evaluar los cam-

bios que pueden ocasionar los tratamientos que se realizan para convertirla en cuero.
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Histologically evaluation of the action of depilatory enzimes on bovine skin.
A prelimary study.

Summary

Leather industry produces potentially hazardous waste which depends of the unhairing process
employed by the tannery.To diminish pollution, modified unhairing systems had been developed
enzymatic among them. Itis important to know the processes enzymes have to go trough, to
reach its site of action. In the epidermis at stratum corneum, corneocytes are surrounded by
lipids which plays a crucial role as hydrophobic barrier. This barrier must be transformed to
allow the enzymes reach its site of action: the follicle-hair and basal membrane. That structures
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must be eliminated without collagen damage. Collagen is the principal protein related with
leather quality. In this study, the effect of different treatments to allow enzyme depilatory
passage through epidermis, was analyzed in bovine skin pieces. First, surfactants and sodium
sulphite were employed as penetration enhancers followed by and alkaline and pancreatic
proteases. Bicarbonate buffer was used as control. Samples were treated with histological
techniques; Hematoxilin and Eosin and Masson‘s Trichrome stain. In the samples under
enzymatic treatment, the changes that we have found, could be responsible of leather
alteration. Histological study allows to evaluate the changes produced by the process of

transforming bovine skin in to leather.
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Introduccion

En la actualidad, las curtiembres tienen
que lograr mantener un mercado interno y
proyectarse a un mercado internacional, elabo-
rando el cuero con la calidad requerida y al
mismo tiempo, generar un efluente gaseoso y
liquido que satisfaga los limites permisibles para
sus descargas, asi como realizar una apropiada
disposicién de sus residuos sélidos. En este sen-
tido, la cantidad de sulfuros permitida en las
descargas de la curtiembre estd sujeta a limites
muy estrictos: en el efluente liquido < 1mg
sulfuros/l (S7), (Resolucién 389/1998. Mi-
nisterio de Obras y servicios Publicos de la
Provincia de Buenos Aires); en el gaseoso < 15
ppm dcido sulfhidrico(H,S)

(United States Environmental Protection
Agency)y en los residuos sélidos < 500 mg 4ci-
do H,S/kg de sélido a disponer (Decreto N°©
831/1993 de la Ley Nacional 24.051 sobre el
régimen de desechos peligrosos. Poder Legisla-
tivo Nacional)

El sulfuro de sodio (Na,S) del efluente
puede generar H.,S gaseoso (sulfuro de hidré-
geno) cuando disminuye el pH de los liquidos
residuales a valores inferiores a 10, ya sea du-
rante el procesamiento de la piel o durante el
tratamiento del efluente liquido.

Los riesgos para la salud que genera la
composicién de estos efluentes estimula el
desarrollo de tecnologfas ‘limpias’ dentro de
las cuales se encuentra el sistema de depilado
enzimdtico conservador de pelo sin (Na,S)*".
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Cuando se utilizan proteasas en el proceso de
pelambre, prescindiendo del sulfuro de sodio
como agente depilante, es imprescindible con-
trolar la protedlisis. Es necesario evitar que se
propague la actividad enzimdtica hacia el
coldgeno y la elastina de la dermis desmere-
ciendo las propiedades organolépticas y estruc-

417 Esta dificultad en contro-

turales del cuero
lar la actividad de los preparados enzimdticos
ha generado desconfianza en los técnicos curti-
dores hacia el uso de enzimas en los procesos
de remojo y depilado-efecto de apelambrado,
especialmente cuando se intenta elaborar dife-
rentes tipos de cueros vacunos’. El Centro de
Investigacién y Desarrollo del Cuero (CITEC,
Centro de Investigacién y Tecnologia del Cue-
ro, Instituto Nacional de Tecnologia Indus-
trial, (INTTI-cueros), Campus Tecnoldgico Co-
misién de Investigaciones Cientificas de la
Provincia de Buenos Aires (CIC), MB
GONNET, Prov. de Buenos Aires) propuso
un modelo integral de depilado que involucra
varias etapas: fase I, injuria quimica-bioldgica-
mecdnica de la epidermis; fase 11, difusion del
agente depilador, preferentemente a través de
la epidermis al disminuir la resistencia de la
barrera de este tejido; fase 11, proceso de depi-
lado propiamente dicho y fase IV, efecto de
apelambrado-apertura fibrosa.

Como puede observarse, este modelo destaca
las acciones dirigidas a injuriar la epidermis para
facilitar la llegada del agente depilante. La pe-
netracion a través del estrato corneo, com-
prende mecanismos de transporte intra e
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intercelular’”®. De esta manera, se intenta al-
canzar lo mds rdpidamente posible la membrana
basal, preservando la estructura coldgena.

La primera barrera que opone la epidermis
a la difusién se ubica en el estrato corneo. La
principal ruta de penetracién se sittia en la regién
intercelular, sitio donde los lipidos desempe-
fian un papel irreemplazable en la formacién
de la barrera hidrofébica de la piel 2.

Estas rutas son las que deben modificarse o
alterarse para permitir el paso de las enzimas
depilatorias hacia sus sitios de accién.>'®

El estudio histolégico permite evaluar las
alteraciones que pueden ocasionar los distintos
tratamientos orientados a modificar biolégica
y quimicamente la epidermis (accién

1,20,24 619 accién de dlcalis,

triptica , sulfitdlisis
urea y tensioactivos®'®). A través de diferentes
técnicas histoldgicas, es posible estudiar la se-
paracién de las células epiteliales de la epidermis
y foliculo piloso, como asi también las modifi-
caciones que puede experimentar la estructura
coldgena de la dermis.

En el presente trabajo, se analizan los efectos
de distintos tratamientos tendientes a favore-
cer la penetracién de enzimas proteoliticas a
través de la epidermis y dermis. El objetivo rec-
tor de este estudio preliminar, es demostrar la
utilidad de distintas técnicas histolégicas para
poner en evidencia ‘las huellas’ dejadas sobre la
epidermis durante la injuria bioldgica y quimi-
ca producida al udlizar sulfito de sodio (reaccién
de sulfitdlisis), tensioactivo aniénico (dodecil-

sulfato de sodio) y proteasas'“.

Materiales y métodos

Se utilizaron trozos de piel de 6 bovinos
Aberdeen-angus adultos provenientes de la re-
gién sacro lumbar, de 6cm x 6cm, conservados a
5° C durante su traslado.

Las muestras se sumergieron en distintas
soluciones a 28-30°C y pH 8-8,5. Se utilizaron
dos volimenes distintos de soluciones, uno de
0,2 1, a escala de laboratorio (A) y otro de 51 (B).
El tiempo de duracién de los ensayos se eligié a
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partir de lo establecido por Zugno en 1992 *.

Pretratamientos y tratamientos:

En el presente trabajo se realizaron cuatro
ensayos 1, 2, 3 y 4 en dos etapas, denomina-
das pretratamiento y tratamiento de 5 y 17
horas de duracién respectivamente. El liqui-
do utilizado en el pretratamiento fue igual en
los cuatro ensayos y consintié en colocar la
muestra en una solucién de sulfito de sodio
(1,23g/1) y dodecilsulfato de sodio 0,25g/1,
(tensioactivo anidnico). En el tratamiento,
variaron los reactivos en los distintos ensayos.
En los ensayos 1 y 3 se utilizé dnicamente
proteasa de origen pancrédtico (500 mg/l)
mientras que en el tratamiento para los ensa-
yos 2 y 4 ademds de la enzima citada, se agre-
g6 proteasa alcalina (250 mg/l, enzimas pro-
vistas por Cergen stl, Buenos Aires, Argenti-
na). En lo que respecta a los volimenes de
solucién, se emplearon 200 ml en los ensayos
1y 2y 5len los ensayos 3 y 4. Como control,
se empled piel sumergida en buffer bicarbo-
nato de sodio 0,05 M de pH 8,5. Los trata-
mientos y pretratamientos realizados se resu-
men en la Tabla 1.

Las pieles se fijaron en formol al 10% y se
incluyeron en parafina. Con micrétomo de des-
lizamiento se realizaron cortes perpendiculares
a la superficie de la piel de 4-5pm de espesor
que se colorearon con Hematoxilina Eosina. En
el caso del grupo B, se realiz también la colora-
cién tricrémica de Masson segtin Goldner".

Resultados

Los cortes de las muestras control, sumer-
gidas en buffer bicarbonato de sodio pH 8,5 y
0,05 M, presentaron la epidermis y la lémina
basal intacta. La disposicién y las propiedades
tintoriales de las fibras coldgenas fueron las espe-
radas con las técnicas utilizadas, observdndose
de color rosado en los cortes coloreados con
hematoxilina y eosina y verdes en aquellos en
los que se utilizé la técnica tricrémica de co-
loracién (Figura 1).

105



Tabla 1
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Pretratamiento
con Sulfito de
sodio(1,23g /1)+ Tiempo Tratamiento Tiempo Total
Ensayo | dodecilsulfato de (horas) enzimatico (horas) (horas)
sodio(0,25 g/l)
Proteasa de
1 0,21 5 origen 17 22
pancreatico
Proteasa de
origen 17 22
2 0,21 5 pancreatico +
proteasa
alcalina
Proteasa de
3 51 5 origen 17 22
pancreatico
Proteasa de
origen
4 51 5 pancreatico + | 17 22
proteasa
alcalina

Figura 1. Corte de piel bovina normal. HE. 40X. La estructura de la epidermis y la dermis no estd alterada.
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En los cortes obtenidos a partir de las mues-
tras provenientes de los ensayos ly 3, tratados
con enzima pancredtica, coloreados con H-E, fue
posible observar a nivel del estrato basal, células
epiteliales con signos de lisis y disgregadas. En
la dermis las fibras coldgenas se colorearon en
forma homogénea con eosina (Figura 2). En los
ensayos 2 y 4, tratados con ambas enzimas, des-
aparecié la epidermis, por lo que solo se pudo
observar la dermis con fibras coldgenas desorga-
nizadas y disgregadas (Figura 3).

En los cuatro grupos tratados con enzimas,
las fibras coldgenas se observaron de color rosado.

. .y
Discusion

Las propiedades de la barrera epidérmica en
bovinos, ovinos y caprinos, son menos conoci-
das que en humano, roedores y cerdos'. El
mayor grosor de la epidermis hace que sea dificil

extrapolar en grandes animales, los datos prove-
nientes de ensayos realizados en otras especies.

Nuestros resultados parecen demostrar, a través
de la observacién de los cambios en el coldgeno,
que las enzimas protedliticas pudieron atrave-
sar la epidermis y alcanzar la dermis.

Dentro de la sustancias utilizadas en el
pretratamiento, el sulfito de sodio, mediante la
reaccién de sulfitdlisis, actda desestabilizando la
queratina al interferir en los puentes disulfuro
entre cisteinas de cadenas adyacentes”, de esta
manera, podrfa desempefiar un papel importante
alterando la estructura de los queratinocitos.

El surfactante SDS, sal sédica del dcido
dodecilsulfarico, podria ser el responsable de
emulsificar y dispersar los lipidos en el espacio
intercelular del estrato corneo, facilitando la pe-
netracién enzimdtica. A su vez, esta sustancia
es capaz de combinarse con proteinas fibrosas
y globulares'®’, de este modo, puede alterar
las hélices de queratina por interactuar con sus
sitios de unién y aumentar asf la absorcién en
la epidermis. Sobre el coldgeno, esta sustancia

i

Figura 2. Corte de piel bovina pretratada con sulfito de sodio y dodecilsulfato de sodio y tratada con tripsina. HE. 40X. Se observan

dreas de separacién dermo-epidérmica.
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Figura 3. Corte de piel bovina pretratada con sulfito de sodio y dodecilsulfato de sodio y tratada con tripsina y proteasa bacteriana.

HE. 40X. La epidermis se ha desprendido y no se observa en el corte.

se adsorbe por un mecanismo similar, aunque
la estructura fibrilar de esta proteina, es un
factor limitante para la combinacién '*'¢.
Por otro lado, la tripsina (presente en la
proteasa comercial de origen pancrédtico) ac-
tda a nivel de las uniones intercelulares de la
epidermis y sobre la lémina basal hasta llegar
al coldgeno de la dermis modificindolo. En
nuestro trabajo, dicha modificacién pudo ob-
servarse inclusive mediante la microscopia
éptica convencional. Nuestros resultados di-
fieren de los encontrados en la piel humana
en donde el tratamiento con tripsina produce
separacién de los estratos basal y suprabasal
de la epidermis, pero no separa al estrato basal
de la ldmina basal como ocurre cuando la piel
humana es tratada con otras proteasas como
la termolisina bacteriana” ?2. Las diferencias
entre nuestros resultados y los hallados en la
piel humana podrian deberse a las caracteris-
ticas especificas de la piel tanto respecto a su
morfologfa como en su composicién quimica.
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En el presente estudio, la difusién de la
enzima a través de la epidermis pudo origi-
narse por la actividad del sulfito de sodio jun-
to con el SDS sobre los queratinocitos.

Las enzimas proteoliticas, son potenciales
generadoras de dafo para el coldgeno a pesar

11 Por este mo-

de su utilidad en el depilado
tivo, es necesario continuar en la busqueda de
proteasas especificas que puedan remover el
pelo sin dafiar a las fibras. En el presente
estudio, demostramos que la tripsina puede
alterar el coldgeno en las concentraciones y los
tiempos empleados, y que estos cambios pue-
den reconocerse con una técnica histolégica
sencilla. La incorporacién de proteasa alcalina
al tratamiento aumenta el dafio sobre la epi-
dermis, lo que se evidencié en los dos grupos
en los que se agregé esta enzima al tratamien-
to. Por otra parte pudimos comprobar que el
volumen de liquido wutilizado en el
pretratamiento y tratamiento no modifica los
resultados observables con microscopia Gptica
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ya que tanto cuando se realizé el tratamiento
Unicamente con enzima pancredtica como
cuando se agregd proteasa alcalina, los resul-
tados fueron los mismos en el grupo sumergi-
do en 200 ml, como en aquel que se encon-
traba en un volumen de 5000 ml.

Conclusiones

Nuestros resultados apoyan la hipdtesis
segin la cual la epidermis bovina puede ser
vulnerada utilizando agentes tensioactivos y
sulfito de sodio como pretratamiento con la
aplicacién posterior de tripsina. Ensayos pos-
teriores podrdn determinar concentraciones y
tiempos de uso de las enzimas que no alteren
la calidad del coldgeno.

Como puede apreciarse, el estudio
histoldgico es una herramienta de importan-
cia para evaluar el efecto de diferentes sustancias
empleadas en la industria del cuero.
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