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INTRODUCCIÓN

La denominada vía transdérmica consiste en la admi-
nistración de sustancias a través de la piel. Tiene la venta-
ja de que evita los efectos indeseables de las vías tradicio-
nales (oral, intramuscular y parenteral) pudiendo incluso
llegar mediante terapias localizadas a conseguir efectos
sistémicos (1,2). Sin embargo, presenta el inconveniente
de que solo un pequeño porcentaje de drogas son capaces

de atravesar la implacable barrera que representa la piel,
además de que dicho tránsito suele ser muy lento (3-5). Se
han utilizado distintos métodos físicos y químicos (6),
entre estos destaca la iontoforesis que utiliza corrientes
eléctricas de bajo voltaje que permiten la ionización de la
sustancia y su introducción en la célula por mecanismos
de electropulsión, pero ha presentado diversas reacciones
adversas (7), entre los segundos destaca la electropora-
ción, que mediante cargas eléctricas u ondas electromag-
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SUMMARY

Introduction: The transdermal administration of subs-
tances via high-voltage short-pulse electroporation has
undergone tremendous development over this last decade.
Material and Methods: 5 ml of suspension of Indian ink
and hydroxytyrosol at 30% in liposomes were applied to the
of guinea pigs whilst simultaneously applying electromag-
netic waves over a twenty-minute period. A study of the
morphological-ultrastructure and image-analysis were per-
formed using biopsies taken at 0, 24 and 96 hours and also
at 26 days. A chromatographic study was also carried out
via HPLC of the hydroxytyrosol and its metabolites in skin,
plasma, muscle and liver. Results: Morphologically spea-
king, Indian ink particles were observed in the zero hours
biopsies at the corneous layer and in epidermal keratinocy-
tes, whilst in subsequent biopsies, said particles were also
observed in annexes and in the papillar and reticular dermis
with no observed microscopic or ultrastuctural alterations.
The chromatographic study revealed the presence of
hydroxytyrosol in all samples analysed and several of its
metabolites in liver and plasma. Conclusion: Pulsed-hecto-
metric-wave electroporation has demonstrated the transder-
mal transport of two macromolecular substances, Indian ink
and hydroxytyrosol, in guinea pigs.
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RESUMEN

Introducción: La administración de sustancias por vía
transdérmica, mediante electroporación por pulsos cortos
de alto voltaje, ha experimentado un enorme desarrollo
durante la última década. Material y métodos: Aplicamos
sobre la piel de cobayas, 5 ml de las suspensiones de tinta
china y de hidroxitirosol al 30% en liposomas, aplicando
simultáneamente ondas electromagnéticas durante veinte
minutos. Realizamos el estudio morfológico-ultraestructu-
ral y de análisis de imagen mediante biopsias inmediatas y
a las 24 y 96 horas y a los 26 días, así como el estudio cro-
matográfico por HPLC del hidroxitirosol y sus metabolitos
en piel, plasma, músculo e hígado. Resultados: Morfológi-
camente observamos partículas de tinta china en el estrato
córneo y en los queratinocitos epidérmicos en las biopsias
inmediatas, mientras que en las posteriores, las observamos
además en los anejos y en la dermis papilar y reticular, sin
que se observen alteraciones microscópicas ni ultraestructu-
rales. El estudio cromatográfico puso de manifiesto la pre-
sencia de hidroxitirosol en todas las muestras analizadas y
de algunos de sus metabolitos en hígado y plasma. Conclu-
sión: La electroporación por ondas hectométricas pulsadas
ha demostrado el transporte transdérmico de dos sustancias
macromoleculares (tinta china e hidroxitirosol) en cobayas.
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néticas con pulsos de alto voltaje, es capaz de permitir el
paso de sustancias al aumentar la permeabilidad celular
con apertura de poros de forma reversible y transitoria
(8,9). Más recientemente Denet (10) señala que tales pul-
sos originarían una perturbación pasajera de la bicapa lipí-
dica de la membrana celular que aumentaría su permeabi-
lidad, aunque no existen evidencias morfológicas del
transporte de las sustancias a través de los poros antes cita-
dos, basándose hasta ahora solo en evidencias indirectas.

Aunque su uso comenzó con la incorporación del
DNA en el interior celular en estudios «in vitro», progre-
sivamente se ha ido utilizando para la transferencia de
DNA en estudios «in vivo» y su aplicación a la terapia
génica (11,12) así como en la administración de diversos
medicamentos (13) tanto en procesos dolorosos (14)
como en patologías inflamatorias (15,16); neoplásicas
(17,18); vacunas (19-21); etc.

Sin embargo, no hemos encontrado estudios sobre las
características morfológicas del transporte transdérmico
de las sustancias administradas por este método. Por lo
que el objetivo de nuestro trabajo ha consistido en el
estudio sistematizado mediante biopsias periódicas de
las zonas cutáneas tras la aplicación de un colorante tra-
dicional (tinta china) y el estudio cromatográfico
mediante HPLC del compuesto fenólico (hidroxitirosol)
y sus metabolitos en piel, sangre, músculo e hígado.

MATERIAL Y MÉTODOS

Animales

Hemos utilizado 10 cobayas de 900-1.200 gramos al
inicio del experimento, procedentes de Servicio de Ani-
males de Laboratorio (SACE-Universidad de Murcia,
Licencia 30030 2AB) que han sido mantenidos en jaulas
individuales con dieta «ad libitum».

Procedimiento experimental

Los animales fueron sedados con 0,3 ml/i.m. de clor-
hidrato de ketamina (Merial S.A., Lyon, Francia) y a con-
tinuación se les rasuró una zona de la piel del lomo de
6 × 3 cm, que fue lavada con jabón neutro y secada.

A tres animales les administramos, mediante goteo,
5 ml de la suspensión de tinta china (Royal Talem, Holan-
da, compuesta por partículas de carbón micronizado,
goma adherente, sulfato de hierro y grasa) al 5% en lipo-
somas de lecitina de soja. Simultáneamente deslizamos el
cabezal emisor de ondas electromagnéticas de alta fre-
cuencia (ondas hectométricas sinusoidales moduladas y
pulsadas) emitidas por el aparato TDES (Dercont Dell®,
Murcia, España) durante veinte minutos. Tras lo cual se
procedió al lavado de la zona con jabón neutro y secado.

A tres animales les aplicamos 2 ml de la suspensión
de hidroxitirosol (Furfural Español S. A., Murcia, Espa-
ña) al 30% (0,6 g) en liposomas de lecitina de soja de
modo similar que en el grupo anterior.

Los cuatro animales restantes fueron utilizados como
controles:

A dos animales le aplicamos la tinta china del modo
similar al grupo anterior tratado con ella, pero sin admi-
nistrar las ondas electromagnéticas, es decir aplicando el
cabezal emisor pero con el aparato desconectado de la
red eléctrica.

A dos animales le aplicamos 5 ml de lecitina de soja
pero sin tinta china, y aplicamos las ondas como en el
primer grupo de tratamiento.

Método anatomopatológico

Para el estudio microscópico realizamos biopsias
punch de 8 mm de las zonas cutáneas tratadas con tinta
china y a los dos controles correspondientes, inmediata-
mente después del tratamiento y a las 24 h, 96 h y al mes
del tratamiento.

Para el estudio microscópico óptico las muestras
cutáneas obtenidas fueron fijadas en formol neutro tam-
ponado al 10% y procesadas por el método habitual para
su inclusión en parafina. Realizamos secciones seriadas
de 4 µm, que se tiñeron con Hematoxilina-Eosina.

Para el estudio al microscópico electrónico de trans-
misión, muestras cutáneas representativas de 1 mm3 fue-
ron fijadas en formaldehído/glutaraldehido (22), postfi-
jados con tetróxido de osmio al 1%, teñidas con acetato
de uranilo al 1,5%, deshidratadas con alcoholes a con-
centraciones crecientes e impregnadas con resinas epoxy.
Las secciones ultrafinas fueron estudiadas y fotografia-
das en un microscopio electrónico ZEISS EM 10C.

Observación de las partículas de tinta china
mediante microscopía electrónica

Diluciones de tinta china al 2,5 y 5% en agua destila-
da fueron incluidas en agar. Los bloques de agar se pro-
cesaron por el método habitual para microscopía electró-
nica de transmisión (SACE, Universidad de Murcia). Las
secciones ultrafinas fueron estudiadas y fotografiadas en
un microscopio electrónico ZEISS EM 10C.

Para el estudio con el microscopio electrónico de
barrido, la tinta china fue diluida al 5 y 10% en agua des-
tilada. Se realizaron extensiones de las muestras sobre
cubreobjetos, se dejaron secar y se recubrieron con una
capa de oro (SEM Coating System) de unos 200 Å de
espesor en un vaporizador Bio-Rad. La observación se
realizó en un microscopio electrónico Jeol 6.100, captu-
rando la imagen digital mediante el detector Link-Isis
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Estudio cromatográfico

A las dos horas y media del tratamiento se realizó el
análisis del contenido del hidroxitirosol en las muestras
tisulares (piel, músculo e hígado) y en sangre, utilizando
para ello un método de HPLC. Los tejidos fueron homo-
geneizados (Polytron CH-610, Kriens-Luzen, Suiza) utili-
zando una mezcla metanol/agua (50/50). Alícuotas del
homogeneizado y la sangre fueron centrifugados a
1000 xg durante 5 minutos. Los sobrenadantes fueron fil-
trados a través de una membrana de nylon de 0,45 µm. Las
muestras fueron congeladas a -80 ºC hasta su análisis.

Se ha utilizado un equipo Hewlett-Packard HP 1100
con detector array de diodos. La fase estacionaria fue una
columna analítica LiChrospher 100 (Merck) (250 × 4 mm
i.d., 5 µm) termostatizada a 30ºC, el flujo fue de 1 ml/mn
y el eluido monitorizado a 280 nm. La fase móvil fue
acético 2,5% (A) y acetonitrilo (B), con el siguiente gra-
diente: las condiciones iniciales (95% A) pasaron a 50%
A en cuarenta minutos y posteriormente a 20% A en diez
minutos, volviendo a las condiciones iniciales en diez
minutos.

El hidroxitirosol se identificó por comparación de su
tiempo de retención con el correspondiente estándar cro-
matográfico (99% de pureza) y su contenido medido por
comparación del área del pico frente al estándar.

Análisis de imagen

Para la valoración de la distancia entre los espacios
intercelulares o canales y el diámetro de las partículas de
tinta china se utilizó un equipo de análisis de imagen
mediante el software MIP4.5 (Microm Image Processing
software, Consulting Image Digital, Barcelona, España),
previa digitalización y calibración de las imágenes de
microscopía electrónica para obtener medidas reales en
micrómetros.

Se trazaron 8 medidas de distancia por canal o espa-
cio intercelular, obteniéndose un valor medio representa-
tivo de todas las medidas. Para la valoración de las partí-
culas de tinta china, la imagen digitalizada fue segmen-
tada por niveles de gris, ajustándose a las partículas. Para
cada partícula se valoró el diámetro máximo, el diámetro
equivalente y el volumen equivalente en un total de 500
partículas.

RESULTADOS

Estudio morfológico-ultraestructural

En los tres animales a los que se les administró la tin-
ta china y las ondas electromagnéticas, el estudio micros-
cópico-óptico, de las biopsias realizadas inmediatamente

tras su aplicación, demostró la presencia de partículas de
pigmento negro brillante, que se disponían en múltiples
acúmulos pequeños sobre la superficie del estrato córneo,
entre las láminas córneas así como en los queratinocitos
de la epidermis y los poros foliculares; aunque no las
observamos en los queratinocitos de la porción intradér-
mica de los folículos pilosos ni tampoco en la dermis
(fig. 1); mientras que en las restantes biopsias realizadas
a las 24 y 96 horas y a los 26 días de la administración de
la tinta china, observamos las partículas de tinta en las
localizaciones anteriores (estrato córneo y queratinocitos
epidérmicos), y también se localizaban en los queratino-
citos de las porciones intradérmicas de los folículos pilo-
sos, así como en la dermis, tanto en la papilar como en la
reticular, en el interior del citoplasma de los macrófagos,
preferentemente localizados alrededor de los vasos san-
guíneos y también de forma individualizada entre los
haces de fibras colágenas y músculos (fig. 2).

El estudio microscópico electrónico demostró la pre-
sencia de las partículas en el citoplasma de los queratino-
citos, como partículas de morfología poligonal con los
bordes poco angulares, mal delimitados, y de mayor elec-
trodensidad que los gránulos de queratohialina (fig. 3).
Las múltiples secciones semifinas seriadas (fig. 4) nos
permitieron visualizar, en las secciones ultrafinas selec-
cionadas, las distintas fases del transporte de las partícu-
las de tinta china desde los queratinocitos foliculares has-
ta la dermis, que en algunas zonas consistía en la apertu-
ra de canales o «poros» por separación total de las
estructuras desmosómicas entre las dos células adyacen-
tes, cuyos diámetros máximos oscilaban entre 0,84 µm-
3,10 µm (media de 2,01 µm±0,58), que permitían el paso
directo de las partículas a la dermis (fig. 5), mientras que
en otras zonas observamos la apertura parcial de dichos
espacios intercelulares, que afectaba en unas áreas, a la
porción interna de la unión entre las células adyacentes
formando un espacio intercelular parcial que contenía
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Fig. 1: Partículas de tinta china en las biopsias después del tratamien-
to. H.E. 312,5×.



varias partículas (fig. 6), que en las secciones ultrafinas
siguientes, dicha separación intercelular llevaba a la for-
mación de «poros» o espacios en la porción central de la
unión de las células vecinas (fig. 7), y en las secciones
siguientes del «poro» afectaba ya a las porciones externas
de dicha unión intercelular con comunicación con la der-
mis adyacente (fig. 8). A veces se observaba la formación
de varios espacios intercelulares intercomunicados entre
sí con varias partículas de pigmento de distintos tamaños,
que desde la médula del pelo salían al espacio intercelu-
lar de la dermis. El tamaño de las partículas observadas
en los espacios intercelulares oscilaban entre 0,047 y
3,097 µm, con una media de 0,276 µm.

Asimismo, observamos acúmulos de dichas partícu-
las tanto en la dermis papilar como reticular, localizadas
entre los haces de fibras colágenas, en la proximidad de
las glándulas sebáceas, músculos y vasos sanguíneos, en
donde solían mostrar configuración poligonal con bordes
afilados, así como en el interior de los citoplasmas de los
macrófagos. Sus tamaños oscilaban entre 0,28 µm y
1,60 µm con un valor medio de 0,82 µm.

En el estudio microscópico electrónico de barrido y
transmisión (figs. 9a y b) realizado directamente a partir
de la suspensión de la tinta china, las partículas de tinta
mostraban morfología poligonal y esférica respectiva-
mente, de forma individual o en acúmulos. En el 80% de
las partículas analizadas sus tamaños oscilaban entre
0,25 µm y 0,06 µm con un valor medio de 0,15 µm.

Las zonas cutáneas controles en las que aplicamos
exclusivamente la suspensión de tinta china, sin que apli-

Vicente Ortega V, Fructuoso Martínez A, Yáñez Gascón MJ, Alcaraz Baños M, Castillo Sánchez J, Benavente-García O, Álvarez Sánchez N

160 Rev Esp Patol 2005; Vol 38, n.º 3: 157-164

Fig. 2: Biopsia después de 24 horas del tratamiento. Detalle del epite-
lio en los queratinocitos epidérmicos y foliculares y en la dermis. H.E.
500×.

Fig. 3: Sección ultrafina con partículas de tinta china en el estrato cór-
neo y en queratinocitos epidérmicos. 3150×.

Fig. 4: Sección semifina de folículo piloso después de 24 horas con
apertura de los espacios intercelulares o «poros». Azul de toluidina
400×.



cáramos las ondas electromagnéticas, mostraban partícu-
las de pigmento similares a las descritas anteriormente,
tanto al microscopio óptico como electrónico, pero loca-
lizadas exclusivamente en el estrato córneo; mientras que
en los animales a los que solo administramos las ondas
sin aplicar tinta china no presentaban partículas de pig-
mento.

Un hecho que debemos destacar correspondía a que en
ninguna de las muestras cutáneas tratadas y en las contro-
les, observamos alteraciones tisulares microscópicas ni las
más sutiles a nivel ultraestructural, tanto a nivel del epite-
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Fig. 5: Apertura intercelular (poro) con varias partículas de tinta china
que comunica el interior del folículo piloso con la dermis 12.500×.

Fig. 6: Apertura parcial del espacio intercelular en el folículo piloso
8.500×.

Fig. 7: Apertura parcial del espacio intercelular en el folículo piloso
con formación de espacio intercelular y con partículas de tinta china en
su interior 10.000×.

Fig. 8: Apertura parcial del espacio intercelular en el folículo piloso en
la porción externa del folículo piloso 8.500×.

Fig. 9: Partículas de tinta china en suspensión. MEB (22.000×) y MET
(24.000×).



lio como en los anejos cutáneos ni en la dermis, que son
características de la injuria celular como tumefacción y
vacuolización celular, nuclear o de los orgánulos, alteracio-
nes de las membranas, de las mitocondrias, necrosis, etc.

Análisis cromatográfico

El análisis por HPLC de las muestras de piel demos-
tró la presencia del hidroxitirosol sin metabolitos, con
una concentración de 700 mg/Kg de tejido (4,49 mM).
En el músculo apareció un perfil similar al anterior, aun-
que con una concentración menor de 235 mg/Kg de teji-
do (1,51 mM). En las muestras hepáticas observamos
además el pico correspondiente al hidroxitirosol y los de
casi todos sus metabolitos (sulfatos y glucurónidos). La
concentración de hidroxitirosol libre en el tejido hepáti-
co fue de 24,7 mg/kg de tejido (0,158 mM). Por último,
en el plasma también se detectó hidroxitirosol libre y
algunos de sus metabolitos, siendo la concentración de
hidroxitirosol libre de 0,017 mM.

DISCUSIÓN

La electroporación, con una historia de mas de trein-
ta años (23), constituye un método físico que utiliza pul-
sos cortos de alto voltaje para hacer permeable la mem-
brana celular a los iones (24), anticuerpos, RNA (25) y
DNA, drogas, etc., y fue utilizada en principio para la
transferencia de genes a células de ratón (26). Durante la
década de los ochenta se desarrolló la administración de
macromoléculas a células eucariotas in vitro (24) y a par-
tir de los noventa se utilizó en la administración de prin-
cipios activos por vía transdérmica (27-29), correspon-
diendo a Belehrader (31) el primer estudio clínico sobre
el uso de la electroporación en la quimioterapia de tumo-
res, que fue seguido de múltiples trabajos que la desarro-
llaron: Heller (32), Mir (33), Gehl (4), Sersa (35), 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 (36,37) a nivel de la capa lipídica de la
membrana celular e incluso a través del estrato córneo
(29). Otros estudios han mostrado la evidencia indirecta
de que pulsos de alto voltaje causan cambios en la estruc-
tura de la piel (38,39) y posiblemente llevan a la forma-
ción de caminos acuosos durante la aplicación del pulso
eléctrico. Sin embargo, el mecanismo íntimo de tales
fenómenos 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 (40).

El mecanismo del paso de sustancias a través de la piel
ha sido explicado por dos rutas; transcelular e intercelular,
tanto a través de la epidermis como por vía transfolicular

(6) y relacionados con los distintos tipos de pulsos utiliza-
dos (10,40,41), de modo que cuando se aplican pulsos cor-
tos de alto voltaje el transporte se realizaría fundamental-
mente por vía transcelular; mientras que cuando se dismi-
nuye el voltaje o se aumenta la duración del pulso el
transporte ocurre preferentemente de modo intercelular o
transfolicular (42,43). En estudios previos se ha descrito el
paso de partículas de 0,2; 4 e incluso 45 µm en la piel de
ratones «hairless» con pulsos de 120 V y de 1,2 ms (44).

Sin embargo, en nuestro trabajo, utilizando exclusi-
vamente pulsos cortos de alto voltaje observamos los dos
mecanismos descritos de transporte, transcelular e inter-
celular, ya que en nuestro estudio morfológico-ultraes-
tructural sistematizado observamos la presencia de partí-
culas de tinta china tanto en el estrato córneo, entre las
láminas córneas, en los poros foliculares como en los
citoplasmas de lo queratinocitos 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 que hayamos precisado utilizar
sustancias queratolíticas como la urea o tiosulfato sódi-
co, como han descrito previamente Ilic (45) para hacer
pasar las sustancias a través del estrato córneo.

También el estudio cromatográfico ha demostrado el
paso de la otra macromolécula administrada, el hidroxiti-
rosol (compuesto fenólico abundante en el aceite de oliva
que pertenece al grupo de antioxidantes naturales y que
ha demostrado propiedades frente a la formación de radi-
cales libres, acción antiinflamatoria, etc) tanto a la sangre
como a los tejidos estudiados (piel, músculo e hígado).

También diversos estudios previos habían descrito la
posible formación de «macroporos» de las membranas
celulares tras la aplicación de corrientes de voltaje medio
(46,47) así como que la formación de estos «poros» sería de
distribución irregular en la superficie córnea (39), e incluso
se ha señalado que el paso de sustancias a través de los
«poros» sería distinto, siendo máximo por la porción central
de los «poros», mientras que alrededor presentarían mayor
resistencia al paso, permitiendo solo el transporte de iones
de pequeño tamaño (48). Sin embargo, nuestro estudio
parece demostrar que los espacios intercelulares creados
por la aplicación de los pulsos adaptan su diámetro al tama-
ño de las partículas que lo atraviesan como demuestran las
imágenes seriadas y por el análisis de imagen realizado.

Una vez que las partículas de tinta se encuentran en
la dermis tienden a localizarse, como en el caso de los
tatuajes, en el citoplasma de los macrófagos, en la vecin-
dad de los anexos cutáneos y músculo así como entre los
haces de las fibras colágenas.

Un aspecto muy importante de su utilización clínica
corresponde s los posibles efectos sobre la piel y tejidos
circundantes, para lo que se han desarrollado diverso
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métodos para establecer la tolerancia de la piel a dichos
pulsos eléctricos como: estudio macroscópico mediante
examen directo, medida de las propiedades eléctricas de la
piel, métodos de bioingeniería no invasivos, estudios
ultraestructurales, etc. (10). No obstante, las alteraciones
descritas tras la aplicación de pulsos de alto voltaje suelen
ser moderadas y reversibles, entre las que destacarían: la
sensación dolorosa por excitación de los nervios y múscu-
los próximos, prurito, sensación de quemazón y/o pincha-
zo, eritema y disminución de la resistencia eléctrica de la
piel tratada, etc. (29,49-53). En nuestro estudio, no hemos
medido la sensación de dolor, prurito, pinchazos, etc. ni la
resistencia eléctrica de la piel. Habiendo observado solo el
eritema, que era de grado leve y pasajero, pues desapare-
cía en pocas horas. No obstante, si podemos afirmar que
la aplicación de pulsos cortos de alto voltaje sobre la piel
del cobaya, durante veinte minutos, no originó alteracio-
nes titulares ni siquiera las mas sutiles a nivel ultraestruc-
tural como la tumefacción y vacuolización citoplasmática
o de los orgánulos, irregularidad de las membrana celula-
res, nucleares y de los orgánulos, alteraciones de los com-
ponentes nucleares con desorganización granulo-fibrilar,
etc. que han sido descritas como características de la inju-
ria celular por diversos agentes (54).

Asimismo, nuestro estudio ha demostrado la idonei-
dad del cobaya como modelo animal en este tipo de estu-
dios, por ser un animal dócil, de fácil manejo en el labo-
ratorio (anestesia, biopsias, cicatrización, etc.) y por pre-
sentar, junto con el cerdo, las características cutáneas
más similares a las de la piel humana como ha sido des-
crito previamente por Panchangnula (15).

En conclusión, nuestro estudio demuestra la eficacia
de la electroporación mediante pulsos cortos de alto vol-
taje en la administración transdérmica de dos macromo-
léculas: un colorante tradicional (tinta china) y un com-
puesto fenólico (hidroxitirosol); que puede constituir una
prometedora alternativa no invasiva para la administra-
ción transdérmica de otros principios activos.
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