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RESUMEN: Utilizando una técnica de fluorescencia, registramos mapas de los fluor6foros presentes en varios tipos de tejidos
queratinosos. Descubrimos que la fluorescencia de todas las muestras analizadas tienen rasgos en comun. Observamos el aminoacido
triptofano en todos los tejidos. Asimismo, nos parece que la maxima principal es debido a las kinureninas que son productos metabdlicos
y degradativos del triptéfano. Esta maxima constituye un conglomerado de varias moléculas como L-kinurenina, 3-hidroxikinurenina y
N-formilkinurenina. La proporcién de kinureninas que tiene el triptofano depende del tipo de tejido y del grado de pigmentacion.
También, la longitud de onda de excitacion y emision depende de estos parametros.
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INTRODUCCION

Los tejidos queratinosos contienen muchomente (McMulleret al, 2012). Varios estudios demuestran
croméforos que dan fluorescencia en las regiones de gae este fluoréforo proviene de la kinurenina, un producto
diacién visible y ultravioleta. Generalmente, las queratinasetabdlico del triptéfano (Millington, 2006; Dalt al,
se clasifican como suaves o duras. Este aspecto se d&x@®9; Jachowicz & McMullen, 2011).
mina por la composicién fisica y quimica del tejido. Ejem-
plos de queratinas duras son el pelo, la ufia, la garra, la Hemos realizado multiples analisis de distintos tipos
lana, la pezufia y la pluma. Por otro lado, tenemale cabello (Jachowicz & McMullen). El factor mas influ-
queratinas suaves como el estrato corneo de la piel dogdate de las propiedades de fluorescencia es el grado de pig-
hay células diferenciadas que contienen filamentos dentacion del cabello. Por ejemplo, descubrimos que la
queratina y no de los organelos metabdlicos de las célutaslanina impide la emision de fluorescencia del triptéfano
normales. Estas células diferenciadas se llaman corneocitate la kinurenina. Asimismo, tanto en el cabello como en
y estan situadas en una matriz de lipidos que constituge ufias encontramos valores idénticos en su longitud de
todo el estrato cérneo. onda de excitacién (378 nm) y de emisién (452 nm) corres-

pondientes a la kinurenina (McMullen al). Por esta ra-

Se han hecho varios estudios para investigar la$n, nos interesa mucho entender las propiedades de otros
fluoréforos de la piel. Por ejemplo, hay una emision de fludipos de tejidos queratinosos. En este estudio comparamos
rescencia bastante fuerte de la dermis debido a los eslaladiuorescencia de la garra, el cuerno, la ufia, la pezufa, el
nes de distintos tipos de colageno (Kolétaal, 1998; Gillies caparazon, la pluma, el cabello y la piel.
et al, 2000; Kolliaset al.,2002; Katika & Pilon, 2006). La
emision de fluorescencia de la dermis es mas fuerte que la
de la epidermis y es posible distinguir el contraste entre IMATERIAL Y METODO
dos estratos cuando se separan. El fluoréforo principal de la
epidermis es el triptéfano; aunque también encontramos otro
fluoréforo, la kinurenina, que tiene propiedades en comun Todos los analisis de fluorescencia fueron realizados
con una molécula de emision del cabello. Esta molécula tigilizando un espectrémetro de fluorescencia (FluoroMax-
ne las coordenadas del espectro de una longitud de ond@)Xébricado por Horiba Jobin Yvon (Edison, NJ, Estados
excitacion de 380 nm y de emision de 450 nm, aproximadanidos). El espectrémetro tiene una sonda de fibra 6ptica
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que permite el analisis de muestras sélidas. Por consiguiRESULTADOS Y DISCUSION
te, pudimos recoger espectros directamente de la superficie
de los tejidos. La rapidez de este instrumento nos permite la
recoleccion y el analisis de muchos espectros en poco tiem-  En este estudio intentamos identificar los fluoréforos
po (80 nm/s). En vez de generar s6lo un espectgue existen en comun entre varios tipos de tejidos
bidimensional por cada analisis, hicimos la recoleccion dgieratinosos. Utilizando una técnica que genera las matri-
muchos espectros y registramos un espectro tridimensionas de excitacion y emision, registramos una huella dactilar
que se llama matriz de excitaciéon y emision. Hicimos urde todos los fluoréforos analizados. Comenzamos con teji-
medicién de 270 nm a 450 nm en incrementos de 2 nm pdies parecidos en su morfologia, por ejemplo, de garra, de
medir la excitacién. Los espectros de emisién fueron recofa y de pezufia que tienen en comidn muchas propiedades.
gidos 15 nm mas largos que los de la longitud de onda B&mbién analizamos cabello y cuerno porque tienen propie-
excitacion que tienen 200 nm de largo. Por ejemplo, el pdades fisicas y quimicas en comun con éstos. Todos estos
mer medicion de emision seria de 285 nm a 485 nm yte|idos se conocen como queratinas duras. A diferencia de
Ultimo de 465 nm a 665 nm. estas queratinas duras, el estrato cérneo de la epidermis se
considera una queratina suave. Estructuralmente, la piel
Hicimos experimentos con muestras de ufa, garmegntiene este estrato superficial que consiste en células di-
pezufa, caparazoén, pluma, cabello y piel. Utilizamos mudsfrenciadas que estan situadas en una matriz de lipidos. Estas
tras de varias especies de animales. En el caso de la pé&llas que se llaman corneocitos contienen fibras de
examinamos muestras porcin&u$ scrofa domesticys queratina que se encuentran ordenadas como filamentos in-
caprinasCapra aegagrus hircysbovinas Bos primigenius  termedios. Igualmente, las queratinas duras contienen alfa
y ovinas Qvis arie$ que fueron recogidas de un mataderoqueratina, aunque la morfologia de cada tipo de tejido es
Asimismo, llevamos a cabo estudiasvivo con seres hu- distinta. En el texto siguiente describimos nuestras conclu-
manos, especificamente de la piel (el antebrazo interiorsipnes sobre las diferencias en las propiedades fotoquimicas
las ufias. Para hacer una comparacion con las ufias, llel@ios tejidos analizados.
mos a cabo estudios de dos pezufias caprinas procedentes
del matadero, una de color negro y otra de blanco, y de Ulacabello. De todos los tejidos, el que mas hemos estudia-
garra de tejon norteamericari@gidea taxusadquirido en do es el cabello, utilizando esta técnica de fluorescencia.
Wakeda.com Trading Post (Oakdale, CA, Estados Unidogn estudios previos, descubrimos evidencia de la presencia
Asimismo, hicimos pruebas del caparazén de una tortude tript6fano y de kinureninas, especificamente L-
de caja comunTerrapene carolinpy de un armadillo de kinurenina, 3-hidroxikinurenina y N-formilkinurenina
nueve bandasDasypus novemcinctysadquiridos en (Millington; Daly et al; Jachowicz & McMullen). Hay dos
Wakeda.com Trading Post (Oakdale, CA, Estados Unidasjtas metabodlicas procedentes del triptéfano: la de la
y en Jernigan's Taxidermy (Waco, TX, Estados Unidos), rdgnurenina y la de la melatonina. En el cabello solamente
pectivamente. Debido a su parecido con la estructura @elcontramos evidencia de la presencia de kinurenina y no
material de la ufia, analizamos muestras de garra, pezudf@melatonina (McMulleet al). La kinurenina es un pro-
caparazon, cuerno bovino (Jernigan's Taxidermy, Waco, Tjcto de degradacion del triptéfano. Descubrimos que la
Estados Unidos) y cuerno del bisonte americdisofi radiacion ultravioleta perjudica el cabello, ya que reduce la
bison (Wakeda.com Trading Post, Oakdale, CA, Estadasntidad de triptéfano y aumenta el nivel de kinurenina. Este
Unidos). Comparamos el cabello humano con lana ovifiendmeno es confuso porque también las kinureninas estan
(del matadero) y pelo de yaBds mutus Adquirimos ca- expuestas al dafio de los rayos ultravioletas. Por lo tanto,
bello de seres humanos de varios tonos y pelo de yak decuando disminuye la cantidad de triptéfano, aumentan las
distribuidor (International Hair Importers & Products kinureninas, ya que son productos de degradacion, a la vez
Glendale, NY, Estados Unidos). gue también disminuyen debido al dafio que sufren.

También llevamos a cabo estudios de varios tipos de Observamos que la cantidad de pigmento en el cabe-
pluma. Normalmente, hay muchos cromaéforos en las pllie juega un papel en sus propiedades fotoquimicas. De he-
mas y por esta razén analizamos muestras sin pigmentacido, la melanina impide que la luz solar llegue a los otros
En este informe solamente mostramos los resultados de mtemaéforos. Por esta razén, hay menos emision de fluores-
mas de cacatla de mofio amarila¢atua galeritay de cencia por parte del triptéfano y de las kinureninas. Este
paloma braviaQolumba livig porque no tienen pigmenta- fendémeno se puede apreciar en la Figura 1, dénde se ve mas
cion. En todos los casos, limpiamos las muestras con wraision en el cabello rubio que en el cabello castafio. La
solucién de 3% (peso/peso) de laurilsulfato de sodio antencentracion de triptéfano y kinureninas es mas alto en el
de los experimentos. caso del cabello rubio. Las coordenadas de triptéfano en el
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cabello castafio son lex = 290 nm y lem = 343 nm y en @br ejemplo en varios tonos de castafio, rubio y rojo, obser-
cabello rubio, lex = 292 nm y lem = 337 nm. La diferencimamos espectros parecidos a los del cabello castafio y rubio.
en la cantidad de melanina en las dos muestras exhibeSéto hay diferencias entre el indice de intensidad de la maxi-
leve cambio de posicién en el espectro al registrar el valma principal de las kinureninas y de la maxima del triptéfano.
de longitud de onda. También hay mas maximas de lasimismo llevamos a cabo estudios con pelo de otras espe-
kinureninas que son de mayor intensidad en el caso del cgs, por ejemplo con lana de oveja y pelo de caballo, de
bello rubio. La maxima principal de las kinureninas tiengak y de bisonte. La Tabla | contiene los valores de las coor-
las coordenadas de lex = 366 nm y lem = 433 nm en el calenadas del espectro de una longitud de onda que corres-
llo castafio y lex = 394 nm y lem = 465 nm en el cabelloonde a la excitaciéon y emision del triptéfano y la maxima
rubio. Asi pues, encontramos una variacién de posicion gencipal de las kinureninas. Esta tabla registra la propor-
la maxima cuando hay un cambio del medio ambiente dgbn de kinureninas en relacién al triptéfano. En la Figura 2,
fluoréforo. Igualmente interesante es la proporcion de ise ve la matriz de excitacién y de emision de la lana ovina,
tensidad de la maxima de la kinurenina con respecto aclamo un ejemplo de pelo de animal. En este caso la propor-
maxima del triptéfano. En el cabello castafio encontramo®n entre el triptéfano y las kinureninas es mas elevada que
una proporcion de 0,2390,038 mientras que en el cabelloen el caso del cabello. Hay que mencionar que la morfolo-
rubio es mayor con 0,0220,001. En otros tipos de cabello,gia del cabello y de la lana es muy parecida.
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Fig. 1. Espectros (las matrices) de excitacion y de emision y fotografias (a) de cabello castafio y (b) de cabello rubio.
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La piel. La piel pertenece a la clasificacion de queratinaor con las coordenadas de lex = 370 nm y lem = 435 nm.
suave. Para estudiar la piel es necesario estudiarla in vivB@i@emos que esta maxima puede representar la kinurenina
ex vivo. En estudios in vivo observamos la emisién de flue-un derivado suyo.

rescencia del érgano entero de la piel que consiste en la epi-

dermis y la dermis. Por lo tanto, la mayor parte de la entia ufia, la garra, la pezufa, el caparazén y el cuerno.
sion proviene de las fibras de colageno de la dermis. Dedos estos tejidos tienen en comudn propiedades mecanicas
hecho, la fluorescencia proviene de los eslabones entredag les confieren resistencia. Son materias duras que con-
moléculas del colageno que forman las fibras. Para los dgienen alfa queratina como el cabello y el estrato cérneo.
jetivos de este informe solamente nos interesaba averigliambién su estructura es rica en cistina, un aminoacido que
el perfil del estrato corneo. Por eso utilizamos una técnipeoduce muchos eslabones que confieren fuerza al tejido.
con la enzima tripsina para disgregar el estrato cérneo da uno de estos tejidos tiene una estructura distinta. Sin
resto de la piel (Kligman & Christophers, 1963). El espe@mbargo, los agrupamos aqui porque todos ellos tienen en
tro del estrato cérneo muestra que hay una maxima princémuan una matriz de células en la base de su estructura a
pal (con las coordenadas de lex = 290 nm y lem = 335 npgrtir de la cual crece la parte principal. En el caso de la
que representa el triptéfano. También hay una maxima ntertuga, el caparazon tiene una morfologia muy diferente,
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Fig. 2. (a) Fotografia y (b) espectro de excitacion y de emisién de lana ovina.
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Tabla I. Valores de las coordenadas de una longitud de onda de la matriz de excitacion y emision que corresponde a la

maxima del triptéfano y la méxima principal de las kinureninas.

Maxima del M &xima de las Proporcion deintensidad
triptéfano kinureninas (triptéfano/kinureninas)
Ae, =294 NM Ao =378 NM
Pel o deyak 0,093 + 0,011
Aen= 346 NM Aen =449 N
) Ay = 290 N Ao = 358 NM
Pel o de bisonte (de la cola) 0,95+ 0,72
Aen= 334 nm Aem= 431 nm
) Ag =290 NM Ao =370 NM
Pel 0 de caballo (delacrin) 0,16 £ 00043
Agn=341nm Agn = 444 nm
) Ag =292 NM Ao =370 NM
L anaovina 0,40+ 0,070
Agn= 352 nm A = 444 nm
. ) Aex = 288 1NM A = 380 nm 0.2+ 0,018
Pezufia caprina( negra) A, = 338 nm A, = 464 nm 22 %0,
. . Ae =292 NM Ao = 350 nm
Pezufia caprina(blanca) 0,15
Aen= 378 Nm Aem= 452 nm
. . Aex = 292N Ao = 396 MM
Garradetejon norteameri cano 0,066
Aen= 341 nm Aen =465 NM
debi Ae, =290 NM Ay =370 Nm 0.19+ 00039
Cuerno de bisonte A, = 341 nm A, = 442 nm 219 0f
) Ae, =288 Nm Ay =380 Nm
Cuerno bovino 0,027 + 0,011
Aen= 324 nm Aen =450 Nm
3 Ae, =294 nNm Ao =382 nm
Caparazon de tortuga 0,043 + 0,025
Aen=345m Aen =464 N
3 ) Ae, =290 NM A =368 Nm
Caparazon de armadillo 0,98+ 0,20
Aen= 340 NM Aen =445 N

porque tiene escudos éseos cubiertos con placas corneasrika de la excitacion y emision dependen del grado de la
gueratina. La tortuga pertenece a una especie de reptiles pigenentacion. Como en el caso del pelo, encontramos un
en su anatomia contiene beta queratina en vez de alfa queratarabio de valores que hace que la longitud de onda de la
como los mamiferos. Por otra parte, el armadillo es un mamefision sea mas larga. Por ejemplo, la lana ovina y el pelo de
fero, pero como la tortuga también tiene un caparazén de pjak no tienen pigmentacion y por eso la emision del triptéfano
cas 6seas cubiertos de queratina. Hay dos tipos de cuermasde una longitud de onda mas larga que en el caso de pelo
cuernos huecos y cuernos fibrosos de queratina. Los cuerdeshisonte y de caballo, que tienen el pelo negro. Lo mismo
de la mayoria de los animales consisten en un hueso cubisrtioede en la pezufia caprina cuando calculamos la cantidad
con una envoltura fina de queratina. Se encuentran en divée-triptéfano. Asi, podemos concluir que, mientras la longi-
sas especies, tales como el rinoceronte, el toro y el bisoritel de onda de excitacién del triptéfano es la misma en cual-
Como un ejemplo de tejido de este grupo, incluimos la figurpuier tejido, el valor de emisién cambia segun la pigmenta-
3 que contiene un matriz de excitacion y emision para la p@én. Por otra parte, la maxima de las kinureninas resulta mas
zufia caprina. Este espectro tiene propiedades en comun dificil de entender. En el caso del cabello humano y del pelo
los de otros tejidos queratinos. Hay dos maximas: una de otros animales, la posicién esta fijada, mas o menos, en
triptofano (lex =290 nm y lem = 345 nm) y otra de kinureninagna zona entre 360 - 370 nm para la emisién y 430 - 450 nm
(lex =378 nmy lem = 450 nm). para la excitacion. En el caso de las otras muestras, observa-
mos una amplia gama de valores en la maxima principal, en-

Todos los tejidos que se encuentran en la Tabla |, tiee 350 - 400 nm en el caso de la excitacién y 440 - 465 nm en
nen en comun dos propiedades: Hay una maxima que correlseaso de la emision. No obstante, esta maxima probable-
ponde al triptéfano y otra maxima que probablemente coente es debida a las kinureninas que se ven muy afectadas
rresponde a las kinureninas. Los valores de la longitud ger su medio ambiente.
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Fig. 3. (a) Fotografia y (b) espectro de excitacién y de emision de pezufa caprina.

La pluma. La estructura de la pluma consiste en un raquéglculamos 0,1& 0,010 y 0,13t 0,023 para la paloma y
localizado en el centro con barbas pluméaceas a los lagi@sa la cacatla, respectivamente. Estos valores indican que
gue constituyen una forma parecida a las ramas de un arkokantidad de triptéfano es menor que en los otros tejidos
El punto inferior de la pluma, el cual esta en contacto condae contienen mas pigmento. Asimismo, observamos que
piel, se llama calamo. Como un cabello, la pluma es un apéigunos otros tejidos sin pigmentacién, como el pelo de yak
dice integumentario que se forma a partir de los foliculos gda garra, tienen niveles de triptéfano méas bajos con res-
la epidermis. A través de estos foliculos, los nutrientes paecto a la cantidad de kinureninas.

san por el calamo y el raquis para alimentar a la pluma. En

este estudio examinamos plumas sin pigmentacion — plu- A partir de este estudio es posible encontrar una co-
mas blancas. En comparacion, tenemos datos de dos tipesion entre varios tejidos queratinosos de especies diver-
distintos de pluma: La de la paloma bravia y la de la cacags. Medimos las cantidades de triptéfano y de kinureninas
de mofio amarillo. La Figura 4 contiene una imagen de yaencontramos que la intensidad y las proporciones de los
pluma de la cacatia donde se ve en el lado izquierdo dueréforos depende del grado de pigmentacion y del tipo
tiene un tono amarillo. En este caso, analizamos el lade tejido. Curiosamente, todos los tejidos comparten ras-
derecho sin pigmentacion y encontramos espectros pargms en comuin, como es evidente en sus propiedades épticas
dos a los de los otros tejidos queratinosos, con una maxiynan sus espectros de excitacion y emision.

principal de coordenadas de lex = 372 nm y lem = 448 nm

parala palomay lex =374 nmy lem = 441 nm para la cads&RADECIMIENTOS

tda (Fig. 4). En ambos casos, el triptéfano presenta una

maxima de lex = 290 nm y lem = 330 nm. Cuando observa-  Agradecemos el trabajo que han realizado Nuria Divi
mos la proporcion de triptéfano en relaciéon a kinureninasSilvia Mendiola Buj con las revisiones del articulo.
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Fig. 4. (a) Fotografia y (b) espectro de excitacién y de emision de una pluma de cacatia de mofio amarillo.

McMULLEN, R. L.; CHEN, S. & MOORE, D. J. Fluorescence in keratin tissu&#. J. Morphol., 30(3)956-963, 2012.

SUMMARY: Utilizing fluorescence, we generated excitation-emission matrices, which provided us with a map of fluorophores
present in keratin tissues. Our findings suggest that all of the tested keratin substrates have features in common.tiAéequantitor
of tryptophan as well as some of its metabolic and degradation products, the kynurenines. The peak due to kynurenineefiigorescen
dominant and is a conglomerate of several molecular species including L-kynurenine, 3-hydroxykynurenine and N-formylkynurenine.
The ratio of tryptophan to the kynurenines depends on the type of tissue and the amount of pigmentation present. Thaeslessjtn w
also greatly depends on these factors.

KEY WORDS: Keratin tissues; Hair; Skin; Fluorescence; Nail; Hoof; Shell; Horn.
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