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INTRODUCCION

Dentro de las opciones de titulacion que brinda la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan, esta la llamada Titulacién por Publicacién y Examen Oral, con la cual se pretende
aprovechar el arbitraje de una publicacion en alguna revista nacional o internacional,

avalando la calidad del trabajo.

El presente trabajo toma esta opcion propuesta por la Facultad presentiandose el articulo:
EFFECTS OF SUCROSE OLEATE AND SUCROSE LAUREATE ON IN VIVO
HUMAN STRATUM CORNEUM PERMEABILITY, aceptado para su publicacion en la

revista Pharmaceutical Research.

Para ello se determind la interaccion de los ésteres de sacarosa (oleato y laureato de sacarosa)
con los componentes del estrato corneo (lipidos y proteinas) mediante dos pruebas biofisicas:
Espectroscopia de Infrarrojo por transformadas de Fourier / Reflectancia de Total Atenuada
(FTIR/ATR) y pérdida de agua transepidermal (TEWL).

Por otro lado, se evalud el efecto de los dos ésteres sobre el pasaje in vivo de 4-
hidroxibenzonitrilo (4-HB), mediante la técnica de “tape stripping” y cuantificado por
FTIR/ATR.

En esta publicacion se reportan los resultados obtenidos al evaluar el efecto de los ésteres de

sacarosa sobre las propiedades de barrera del estrato cérneo.

Los ésteres de sacarosa son sustancias que favorecen el incremento en la permeacion
membranal, llamados promotores de absorcién, son capaces de disminuir de manera
reversible la barrera de permeabilidad. Estudios realizados anteriormente sugieren que el
movimiento de sustancias a través de epitelios estratificados como la piel, ocurre por difusion
pasiva a través de los espacios intercelulares. Actualmente existe evidencia suficiente para
pensar que la principal via de entrada es la intercelular, esto es, a través de los lipidos que
rodean a los corneocitos por lo que se considera que la principal barrera de permeabilidad esta

constituida por la matriz lipidica que llena éstos espacios.



Una de las limitaciones de ésta via esté asociada con la funcion de barrera del epitelio, lo cual
restringe la cantidad absoluta de farmaco que puede ser absorbida a través de un area
razonable por un cierto periodo de tiempo, por lo que éste método puede ser aplicado s6lo
para farmacos con una cierta potencia. La baja permeabilidad de la mayoria de las sustancias,
ha guiado las investigaciones hacia la bisqueda de estrategias para favorecer su transporte,
entre ellas podemos citar el uso de promotores de absorcién, con los cuales se pretende

aumentar de manera reversible la permeabilidad del tejido.

Los promotores abarcan un amplio rango de entidades quimicas que van desde solventes
como el agua, alcoholes, polioles, sulféxidos, acidos grasos, surfactantes, sales biliares, etc.

Esta gran diversidad estructural ha dificultado la tarea de esclarecer el mecanismo de accion.

Actualmente, la investigacion en éste campo se centra fundamentalmente en el estudio del
mecanismo de accion de los promotores, lo que ha permitido evidenciar ciertas caracteristicas
estructurales necesarias para una mayor eficiencia y con ello, los estudios se han encaminado
a la bisqueda de nuevos promotores mas efectivos y al mismo tiempo menos irritantes, estos
estudios se han realizado a través de la Espectrofotometria de Infrarrojo por Trasformadas de
Fourier con Reflectancia Total Atenuada (FTIR-ATR), que es una innovadora técnica que
permite estudiar el efecto de promotores de absorcion sobre los componentes membranales de
la piel (lipidos y proteinas). Lo mas interesante de ésta técnica es que los estudios pueden
realizarse in vivo, lo cual refleja fielmente lo que ocurre en condiciones reales de aplicacion
de una formulacién. La FTIR-ATR, junto con el TEWL (Transepidermal Water Loss) y el
DSC (Calorimetria diferencial de barrido), constituyen actualmente las técnicas biofisicas mas

empleadas para elucidar el mecanismo de accion de las sustancias con accién promotora.

De acuerdo a los resultados del presente estudio, los ésteres de sacarosa empleados en este
trabajo, prometen ser efectivos promotores, sobre todo el laureato al 2% en transcutol, el cual
presenté un efecto mayor como promotor de absorcion, ya que con este se observaron
mayores cambios en la estructura del epitelio, lo que nos indica que este promotor penetré
causando cambios en la barrera del epitelio, evidenciandose con los espectros obtenidos

después de tratar la piel con este promotor. Dicho efecto fue reversible ya que después de 4h



el espectro infrarrojo del estrato cérneo tratado con el sucroester retomaba el perfil del
espectro del estrato corneo no tratado. Asi mismo se estudio6 la penetracion del 4-HB a través
de piel de voluntarios. El 4-HB es un compuesto modelo que absorbe a una longitud de onda
tal, que los picos del estrato corneo en infrarrojo no interfieren. De éste modo, se evalud el
grado de penetracion por la técnica “tape stripping” cuantificando directamente en las cintas
conel FTIR / ATR.

Esto permiti6 evidenciar la accion de los promotores sobre la profundidad de penetracion y la

cantidad permeada de 4-HB.

Dentro de la estructura de este trabajo se presenta primeramente la carta de aceptacion,
posteriormente el escrito original seguido por la traduccién de este trabajo al espafiol y
finalmente se anexan algunas evaluaciones previas (solubilidad, CMC ), los resultados de
espectroscopia de los sucroesteres, del estrato corneo sin tratar y tratado con los sucroesteres,

asi como la curva de calibracion utilizada para cuantificar y algunos graficos de TEWL.



OBIJETIVOS

General:

Evaluar el efecto in vivo de los ésteres de sacarosa sobre los componentes del estrato
corneo utilizando Espectroscopia de infrarrojo por transformadas de Fourier-
Reflectancia Total Atenuada (FTIR-ATR) vy pérdida de agua transepidermal
(TEWL), asi como sobre el transporte a través de la piel de 4-hidroxibenzonitrilo,

mediante la técnica de “tape stripping”.

Particulares:

Evaluar el efecto de dos ésteres de sacarosa (laureato y oleato) sobre la permeabilidad
de la piel, empleando dos solventes (agua y Transcutol) y dos concentraciones (2 y

10% w/v).

Determinar la accion de los dos ésteres de sacarosa sobre los lipidos del estrato corneo

empleando la técnica de FTIR-ATR.

Medir la pérdida de agua transepidermal (TEWL) al aplicar los SE, como un

parametro para evaluar la eficiencia de la barrera de permeabilidad.

Realizar estudios de penetracién in vivo empleando como molécula modelo el 4-
hidroxibenzonitrilo, con el fin de determinar la influencia de los SE sobre su

transporte a través de la piel.

Con las pruebas biofisicas y de penetracion realizadas contribuir al esclarecimiento del

mecanismo de accioén de los SE estudiados.
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Purpose. The purpose of this work was to 1) investigate the effect of
sucrose esters (sucrose oleate and sucrose laureate in water or in
Transcutol®, TC) on the stratum corneum (SC) barrier properties in
vive and 2) examine the impact of these surfactant-like molecules on
the in vivo percutaneous penetration of a model penetrant 4-hydroxy-
benzonitrile (4-HB).

Research Paper

Nonionic surfactants, which are less irritating, have been
shown to increase the absorption of numerous drugs (1-6)
and are widely used in dermatological products and cosmet-
ics.

Surfactants have been shown to influence skin perme-
ability in a number of ways. Many surfactants penetrate into
the skin and act directly on skin components, sometimes in-
ducing a loss of membrane integrity, e.g., by lipid or protein
extraction or by protein denaturation. The penetration-
enhancing ability of a surfactant is dependent not only on its
interaction with membrane components but also on its con-
centration (7,8). At concentrations below the critical micelle
concentration (CMC), higher levels of surfactant monomers
are available to penetrate the skin and increase permeability
(2,7). In addition, if the drug is solubilized by the surfactant
micelle, transport of the active species may be reduced as a
result of an unfavorable micelle/vehicle partition coefficient
and lower thermodynamic activity. The nature of the vehicle
also plays an important role in the interaction between the
surfactant, the drug and the skin. Not only may the presence

Methods. At d total refl Fourier transfi infrared
(ATR-FTIR) spectroscopy and transepidermal water loss measure-
ments were used to evaluate the sucrose oleate- and sucrose laureate-
i physical changes in SC barrier function in vivo. In addi-
tion, the effect of the enhancers on 4-HB penetration was monitored
in vive using ATR-FTIR spectroscopy in conjunction with tape-
stripping of the treated site.

Results. Treatment of the skin with 2% sucrose laureate or sucrose
oleate in TC significantly increased the extent of 4-HB penetration
relative to the control. Furthermore, when skin treated with these
formulations was i spect pi the C-H ic
and symmetric stretching bands of the lipid methylene groups were
characterized by 1) decreased absorbances and 2) frequency shifts to
higher wavenumbers. These effects on the SC lipids and 4-HB pen-
etration were more pronounced for sucrose laureate when combined
with TC.

Conclusi A bi of sucrose esters (oleate or laureate)
and TC is able to temporally alter the stratum corneum barrier prop-
erties, thereby promoting 4-HB penetration. These molecules are
worthy of further investigation as potential candidates for inclusion in
transdermal formulations as penetration enhancers.

4 4 hicnk

KEY WORDS: skin penetration; penetration enhancement; sucrose
esters; ATR-FTIR; transepidermal water loss.

INTRODUCTION

Among the most commeonly studied enhancers for skin
application are surfactants and bile salts. Typically, both cat-
ionic and anionic surfactants are more potent enhancers than
their nonionic counterparts, but they are also more toxic.

' Divisién de Estudios de Posgrado (Tecnologfa Farmacéutica), Fac-
ultad de Estudios Superiores Cuautitlan/Universidad Nacional Au-
ténoma de México, Av. 1° de Mayo s/n, Cuautitldn Izcalli, Estado de
México, México 54704.

2 Centre Inter de Recherche et d'E F-74160
Archamps, France.
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22300, Tijuana B.C., México
#To whom correspondence should be addressed. Av. 1° de Mayo s/n,
Infonavit Centro, Cuautitlan lzcalli, Estado de México. (e-mail:
i vidor.unam.mx ; g @h il.com)
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of a c t change the solubility of a solute, altering its
activity and consequently the skin/vehicle partition coefficient
(1), but it may also promote the absorption of a surfactant
into the skin (2), favoring the interaction of the surfactant
with the stratum corneum lipids. Sarpotdar and Zatz (2,3)
demonstrated that the effect of polysorbates on lidocaine and
hydrocortisone penetration through the skin, was significantly
enhanced when the content of propylene glycol was in-
creased.

Structural parameters, such as chain length, degree, and
position of unsaturation, and the nature of substituents can
influence the ability of surfactants to act as skin penetration
enhancers. It is well accepted that a linear alkyl chain of 12
carbon atoms maximizes the effect of a surfactant on mem-
brane permeability. The C,; chain has an intermediate oil/
water solubility and is able to penetrate the lipid bilayer
(1,6,9). Among a series of polyoxyethylene ethers, the lauryl
(C,5) ether was reported to be the most effective enhancer for
ibuprofen, followed by oleyl (C,5) ether (6). Although satu-
rated C,q fatty acid analogues (e.g., stearic acid) have been
shown to be ineffective, numerous reports agree on the dis-
rupting effect of oleic acid, a monounsaturated C, fatty acid,
particularly on the stratum corneum lipid domains (7,10-13).
It has been proposed that oleic acid induces phase separation,
thus reducing membrane resistance (14,15).

Sucrose fatty acid esters (SE), which are nonionic sur-
factants with a sucrose substituent as the polar head group

(Fig. 1), have also recently been investigated as enhancers. [F]

For a series of SE tested, only the sucrose laureate was found
to increase the passage of lidocaine hydrochloride through
buccal and palatal mucosae (16). SE are nontoxic and biode-
gradable surfactants approved by FAO/WHO as food addi-
tives (5). Because they are nonirritants to skin, they are suit-
able not only for foods but also for therapeutic and cosmetic
applications (5,17). Their application in dermatology has been
further accentuated by the ability of some SE, such as laurate
and ricinoleate, to form liquid crystals and microemulsions
(5,18,19).

Biophysical evidence on the extent and duration of the
effect of an enhancer can be provided through measurements

(724-B741 30800 12670 © 2003 Plenum Publishing Corporation
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of transepidermal water loss (TEWL) and attenuated total
reflectance Fourier transform infrared (ATR-FTIR) spectros-
copy. TEWL has been shown to be useful in assessing mac-
roscopic changes in the functional state of the skin barrier and
contributes to the prediction of percutaneous penetration
(20,21). However, ATR-FTIR allows conformational changes
in stratum corneum lipid and protein domains to be detected,
and has proved to be a useful tool for monitoring the percu-
taneous penetration of drugs or other constituents such as
cosolvents and enhancers (11,12,21-24), TEWL and ATR-
FTIR share the advantage of being noninvasive and enabling
experiments to be conducted in vivo, in human subjects.

The aim of this study was to evaluate in human skin in
vivo 1) the effect of two SEs, sucrose oleate and sucrose
laureate, on skin barrier function and 2) to examine the im-
pact of these nonionic surfactants on the percutaneous pen-
etration of 4-hydroxybenzonitrile (a model penetrant), which
was selected on the basis of its intense C=N stretching absor-
bance at 2230 em™', permitting it to be monitored by ATR-
FTIR spectroscopy.

MATERIALS AND METHODS
4-hydroxybenzonitrile (4-HB) was purchased from Al-

[AUD) drich (Milwaukee, WI, USA). Transcutol® (TC) was a gift

from Gattefossé (Saint-Priest, France). Sucrose oleate (O,
Ryoto Sugar Ester® 0-1570) and sucrose laureate (L, Ryoto
Sugar Ester® L-1695) were generously donated by Selectche-
mie AG (Ziirich, Switzerland). Scotch® Book Tape 845 was
purchased from 3M (St. Paul, MN, USA). Aqueous solutions
were prepared using deionized water supplied by a Milli-Q
water purification system (Millipore Corp., Bedford, MA,
USA).

Treatment of the Skin

Six healthy adults (female, aged 20-30 years) who were
receiving no medication and had no history of skin disease
participated in the study (approved by the local ethics com-
mittee) after giving their written consent. During the study,
volunteers were required to maintain the experimental skin
sites on the midventral forearm free from application of any
skin care products. The skin sites were gently cleansed with
water and dried using a gauze pad. Immediately thereafter,
the subjects were dosed topically with the following solutions:
2% wiv or 10% wiv of O or L in water or in TC. Transcutol,
a monoethyl ether of diethylene glycol (Fig. 1), was chosen
because of its well-known ability to increase drug solubility in
the skin (25). A volume of 1.5 mL of the formulations was
applied via filter paper (11.5 x 4.5 em), which was affixed to
the skin with an occlusive film. At the end of the application
period (1 h), the filter paper was removed and the skin surface
was wiped clean with a water-soaked cotton ball and dried
gently with a gauze pad. The application site was delineated
with a felt-tip marker to allow repositioning of the area for
each ement. Each subject was treated with the com-
plete array of formulations. ATR-FTIR spectra and TEWL
measures were recorded before treatment, post-treatment
(approx. 5 min after the cleansing) and then periodically
(each hour) over the next 4 h.

Effect of SE on the In Vivo Penetration of 4-HB

In a separate series of experiments, the application site
was pretreated topically with either the L or O solutions, in

Ayala-Bravo et al.

water or in TC (2 and 10% wi/v), for 1 h (following the pro-
cedure described above). After this pretreatment, the skin
surface was wiped clean with a water-soaked gauze pad and
1.5 mL of a saturated aqueous solution of 4-HB was applied
to the skin via a segment of filter paper (11.5 x 4.5 cm)
attached with an occlusive film. After 1 h, the skin surface
was cleansed with water and dried. To determine the distri-
bution of 4-HB across the stratum corneum, IR spectra of
the dosed site were recorded and 16 sequential tape-
strippings were obtained using Scotch® Book Tape No. 845
(3M). An infrared spectrum was obtained for each tape. The
amount of 4-HB in each tape-strip was quantified spectro-
scopically by virtue of the intense C=N stretching absorbance
of 4-HB at 2230 cm™". A calibration curve was constructed by
adding known amounts of 4-HB to tapes (with stratum cor-
neum) before recording a spectrum. Each tape was analyzed
10 times. The penetration depth of 4-HB was calculated as-
suming a constant tape-stripped area and a density of ap-
proximately 1 g-em™ for the stripped stratum corneum. In
this way, the mass of stratum corneum removed (determined
by weighing the tapes before and after stripping), was con-
verted to the depth of SC sampled (mass of SC = area x
depth = density).

ATR-FTIR Spectroscopy

FTIR spectra were recorded using a Shimadzu FTIR-
8300 spectrophotometer (Kyoto, Japan) equipped with a
trapezoidal ATR crystal (80 x 10 x 4 mm, 45° bevel). Each
measurement represented an average of 45 scans with a reso-
lution of 1 em™. To determine the effect of the SE, the
frequencies and intensities of the peaks assigned to the C-H,
symmetric and asymmetric stretching vibrations of the
stratum corneum lipid alkyl chains (approx. 2850 cm™' and
2920 cm™*, respectively) were examined in the acquired
spectra.

TEWL Measurements

TEWL was measured with a Tewameter TM 210
(Courage+Khazaka electronic GmbH, Cologne, Germany).
with a resolution of 0.1 g."h-mz. in accordance with recom-
mended guidelines (26). Measurements were carried out in a
ventilated Plexiglas chamber, and volunteers remained undis-
turbed and relaxed during the experiment to avoid erratic
fluctuations in TEWL.

R—COOCH 3

H :! ;; r 2 H
. Ow
H H20H
OH
(a)

Ho” O NN
(b)

Fig. 1. Chemical structures of (a) sucrose monoester [R = fatty acid]
and (b) Transcutol (diethylene glycol monoethyl ether).
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The IR spectrum of sucrose oleate (not shown) is very similar to that
of sucrose laureate.
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Surface Tension Measurements

The surface tension of the solutions were determined
using the Wihelmy-Notly method. Distilled water was used as
a reference standard.
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Statistics

The results are expressed as the mean + standard devia-
tion (SD). Student’s ¢ test or analysis of variance was per-
formed to test the level of significance. Duncan's procedure
for the separation of means was used to locate the source of
the difference when a significant F value was found.

RESULTS AND DISCUSSION

As discussed earlier, surfactants may enhance drug trans-
port by a number of mechanisms. First, they may partition
into the intercellular domains and possibly increase fluidity
and/or extract barrier lipids. Second, they may penetrate into
the corneocytes and disrupt the keratin filament network,
thereby rendering the corneocytes more permeable (6). In the
case of SE, the potential exists for their long hydrocarbon
chain (Fig. 1) to be inserted between the lipophilic tails of the
bilayer, allowing the sucrose ring to interact with the polar
head groups of the lipids. To probe the effect of SE on the
barrier properties of the stratum corneum, treated SC was
examined in vivo by ATR-FTIR. Of particular interest in
lipid studies are the IR absorbances originating from the
C-H, symmetric and asymmetric stretching vibrations of the
stratum corneum lipid alkyl chains (approx. 2850 cm™' and
2920 cm~!, respectively). The ATR-FTIR spectra of the stra-
tum corneum treated for 1 h with 2% SE in Transcutol are
illustrated in Fig. 2. As seen in the spectra, treatment with 2%
L-TC and 2% O-TC resulted in a significant decrease in the
area and height of these peaks. Indeed, subsequent to treat-
ment with 2% L-TC, the lipid absorbances almost entirely
disappear. This observation suggests that the 2% SE/TC for-
mulations are able to interact with the lipid structures, result-
ing in lipid dissolution and extraction from the SC (21). In
contrast, when the skin was treated with aqueous or TC for-
mulations containing 10% SE, this phenomenon was not ob-
served (data not shown). Although treatment with TC alone
showed a decrease in the height of these peaks (Fig. 2), the
effect was not as marked as with the 2% SE-TC solutions.

LWI10%  O-W2%  O-W10% TC

formulation

Fig. 3. Frequency shifts of the C-H, ric (M) and asy

ric (CJ) stretching vibrations of the stratum corneum lipid acyl

chains (n = 6). L, laureate; O, oleate; TC, Transcutol; W, water.
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Fig. 4. Distribution profiles of 4-HB as a function of SC depth after treatment with either (A) oleate or (B) laureate: 2% in
water (O) or in Transcutol (O); 10% in water (A) or in Transcutol (4 ). Transcutol (A); control (=).

Furthermore, treatment with SE-TC formulations caused the
C-H, symmetric and asymmetric stretching vibrations to shift
toward higher wavenumbers, relative to the untreated stra-
[F tum corneum (Fig. 3). Treatment with 2% L-TC produced a
marked shift of the asymmetric stretching frequency com-
pared to the control (r = 3.876; g g2 5 =2.57), which was not
mirrored by the aqueous solutions or TC alone. However, the
C-H, symmetric stretching frequency demonstrated a blue
shift with all the SE-TC solutions, but as shown in Fig. 3, the
shift was greater with 2 and 10% L-TC solutions. Indeed,
analysis of variance and Duncan's procedure revealed signifi-
cant differences (p < 0.05) between 2 and 10% L-TC formu-
lations when compared with the control, the aqueous solu-
tions, TC alone, and the O-TC formulations. No significant

differences were found when comparisons were made be-
tween the control, aqueous solutions, TC, and 2 and 10%
O-TC formulations. In some instances, treatment with SE-TC
provoked the appearance of a shoulder on the symmetric
stretching band at 2850 cm™', which was probably associated
with the incorporation of the SE into the stratum corneum.
Although the methylene stretching absorbances of the formu-
lation components themselves are expected to contribute to
the total absorbance, and consequently to the measured fre-
quency shifts (particularly to higher wavenumbers), these
contributions may be assumed to be negligible based on two
observations. First, the C-H, stretching frequencies of the
excipients are not greater than those of the SC lipids, and
second, given that SE solutions of higher concentrations
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Fig. 5. Effect of SE on the penetration distance of 4-HB (n = 3). L, laureate; O, oleate; TC, Transcutol; W, water.

(10% wiv) did not induce a hypsochromic shift, it is extremely
unlikely that the marked response at lower concentrations
(2% wiv) originates from the intrinsic absorbances of the ex-
cipients.

The temporal nature of these frequency shifts was moni-
tored by recording spectra hourly over the subsequent four
hours. The results demonstrated that the frequency shifts
were reversible, with peaks returning to their original values
after 3 h. It has been reported that shifts in these frequencies
reflect increased lipid fluidity and an increase in the propor-
tion of gauche conformers along the lipid hydrocarbon chains
(27).

TEWL increased transiently immediately after removal
of the protective film at the end of the application period, an
observation which can be attributed to the evaporation of
water after occlusion. However, none of the formulations
caused a sustained increase in water loss, and no significant
difference was found between the control value and that sub-
sequent to treatment with any of the formulations (approx.
9-13 g/hm?). Despite the alterations observed in the FTIR
spectra, TEWL remained unaltered for all the tested formu-
lations.

One objective of our study was to investigate the rela-
tionship between the degree of stratum corneum disruption

80 + e

induced by the SE and permeant (4-HB) penetration. 4-HB
distribution profiles as a function of stratum corneum depth

are depicted in Fig. 4. As shown, the depth of 4-HB penetra-

tion was modest when delivered from aqueous media. How-
ever, combination of TC and SE resulted in an increased
extent of penetration, particularly at a concentration of 2%.

Figure 5 presents the total penetration distance of 4-HB for [F]

the skin treated with SE in aqueous solutions and in TC.
Analysis of variance of these results followed by Duncan’s
test revealed significant differences between 2% L-TC and
the control (F = 5.33; Fy psp020 = 2.39). These findings are
consistent with the IR spectroscopic data presented earlier,
which did not indicate SC lipid modification when the skin
was treated with aqueous SE formulations, but a distinct lipid
fluidization in the presence of SE-TC. These results are also
consistent with previous reports demonstrating that skin pen-
etration was significantly enhanced from solvent-water mix-
tures (e.g., mixtures of propylene glycol (2,3), isopropyl alco-
hol; Ref. 28) containing a high proportion of solvent. Ganem-
Quintanar et al. (25) have previously demonstrated that TC
diffuses through the stratum corneum, establishing a constant
flux within two hours. The synergistic enhancement observed
between SE and TC can therefore probably be attributed to
the facilitated surfactant absorption by the stratum corneum
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Fig. 6. Total penetrated amount of 4-HB per unit area of stratum comeum (n = 3). L, laureate; O, oleate; TC, Transcutol; W, water.
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Table L Critical Micelle Concentration for Sucrose Laureate and
Sucrose Oleate in Water and in Transcutol

Solvent
Sugar ester Water Transcutol
Sucrose laureate 0.05% 3%
Sucrose oleate 0.01% 3%

[ in the presence of TC. Figure 6 illustrates the total amount of

4-HB determined in the tapes, representing the quantity that
penetrated through the stratum corneum. The results suggest
that after an application of 1 h, the total amount of 4-HB
detected in the SC is independent of the formulation. How-
ever, as summarized in Fig. 5, the extent to which the mol-
ecule penetrates is clearly influenced by the formulation, be-
ing enhanced by the incorporation of SE-TC.

CMC, as determined by surface tension measurements,
rose dramatically when TC was used as the solvent. As pre-

[M sented in Table I, whereas in aqueous solution the CMC val-

ues were 0.05% and 0.01% for L and O, respectively, in TC
the CMC increased to 3% for the two sugar esters. These
results are in agreement with previous studies where propyl-
ene glycol was shown to increase the CMC of non-ionic sur-
factants (2,3,29). The ATR-FTIR data presented here are
consistent with the concentration-dependent permeation be-
havior of surfactants and support the assumption that the
monomer is preferentially transported across the SC (2,3,30)
given that the maximal lipid-disruption was achieved by 2%
SE-TC formulations at concentrations below the CMC.
Moreover, despite 5-fold higher SE levels, the 10% SE for-
mulations (concentrations above the CMC) did not produce a
corresponding increase in 4-HB permeation.

CONCLUSIONS

We have demonstrated that penetration of 4-HB, a
model permeant (M,, =119.12; LogK,,,, = 1.56, water solubil-
ity =10.25 mg/mL) is enhanced in the presence of SE and TC.
It is apparent that TC and SE interact synergistically to
modify the skin barrier and to promote the penctration of
4-HB. Of the two SEs evaluated, the laureate ester, in com-
bination with TC, was significantly more effective than its
oleate analogue. These relatively innocuous nonionic surfac-
tant molecules justify further investigation as potential can-
didates for inclusion in transdermal formulations as penetra-
tion enhancers.
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EFECTO DEL OLEATO DE SACAROSA Y LAUREATO DE SACAROSA SOBRE
LA PERMEABILIDAD DEL ESTRATO CORNEO HUMANO IN VIVO.
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Encabezado: Efecto de los ésteres de sacarosa sobre el estrato corneo humano in vivo.

Resumen

Propdsito. (a) Investigar el efecto de los ésteres de sacarosa (oleato de sacarosa y laureato de
sacarosa en agua y en Transcutol sobre las propiedades de barrera del estrato corneo (SC) in
vivo, (b) examinar el impacto de estos surfactantes sobre la penetracion percutanea in vivo de
4-hidroxibenzonitrilo (4HB), como modelo de molécula penetrante.

Meétodos. Se hicieron medidas in vivo por Espectroscopia infrarroja por transformadas de
Fourier / Reflectancia Total Atenuada (FTIR-ATR) y pérdida de agua transepidermal
(TEWL) con el fin de evaluar los cambios biofisicos inducidos por el oleato de sacarosa y
laureato de sacarosa, en la funcidn de barrera del SC . Ademads, se monitoreo6 el efecto de los
promotores sobre la penetracion in vivo del 4-HB, usando espectroscopia FTIR-ATR en

combinacién con “tape-stripping” del sitio tratado.



Resultados.  El tratamiento de la piel con laureato de sacarosa u oleato de sacarosa al 2%
en Transcutol (TC) incrementd significativamente el grado de penetracion del 4-HB con
respecto al control. Ademads, cuando la piel tratada con estas formulaciones se examiné
espectroscopicamente, las bandas de estiramiento asimétricas y simétricas de los grupos C-H
de los grupos metileno de lipidos se caracterizaron por (a) disminucioén de las absorbancias y
(b) desplazamiento de las frecuencias hacia nimeros de onda mayores. Estos efectos en los
lipidos del SC y la penetracion del 4-HB, fueron mas pronunciados para laureato de sacarosa

cuando se combiné con TC.

Conclusiones. Una combinacion de ésteres de sacarosa (oleato o laureato) y TC puede alterar
temporalmente las propiedades de barrera del estrato corneo, promoviendo de este modo la
penetracion del 4-HB. Estas moléculas son dignas de futuras investigaciones como

candidatas potenciales para incluirlas como promotores de penetracion transdérmica.

Palabras clave: penetracion en piel; incremento en la penetracion; ésteres de sacarosa; ATR-

FTIR; pérdida de agua transepidermal.

Introduccién

Entre los promotores mas comunmente estudiados para la aplicacion en piel estan los
surfactantes y sales biliares. Generalmente, los surfactantes cationicos y anionicos son
promotores mas potentes que sus contrapartes no iénicos, aunque son también mas téxicos.
Los surfactantes no ionicos, los cuales son menos irritantes han mostrado aumentar la
absorcién de numerosos farmacos (1-6) y son ampliamente usados en productos

dermatoldgicos y cosméticos.



Los surfactantes han mostrado tener una influencia en la permeabilidad de la piel actuando de
diversas formas. Muchos surfactantes penetran en la piel y actian directamente sobre los
componentes de la piel, algunas veces induciendo la pérdida de la integridad de la membrana,

por ejemplo por extraccion de lipidos o proteinas o por desnaturalizacion de proteinas.

La habilidad de un surfactante para incrementar la penetracion depende no solo de su
interaccion con los componentes de la membrana, si no también de su concentracion (7-8).
Con concentraciones por debajo de la concentracion micelar critica (CMC), se tienen
cantidades mayores de monomeros de surfactante disponibles para penetrar en la piel e
incrementar la permeabilidad (2,7). Ademas, si el farmaco se solubiliza por las micelas del
surfactante, el transporte de las especies activas pueden reducirse como resultado de un
coeficiente de particion micela/vehiculo desfavorable y una menor actividad termodindmica.
La naturaleza del vehiculo también juega un papel importante en la interaccion entre el
surfactante, el farmaco y la piel. La presencia de un cosolvente puede no sélo cambiar la
solubilidad de un soluto, alterando su actividad y consecuentemente el coeficiente de
particién piel/vehiculo (1) sino que puede también promover la absorcion de un surfactante en
la piel (2), favoreciendo la interaccion del surfactante con los lipidos del estrato corneo.
Sarpotdar y Zatz (2,3) demostraron que el efecto de los polisorbatos sobre la penetracion de
lidocaina e hidrocortisona a través de la piel, se incremento significativamente al aumentar la

proporcion de propilenglicol.

Parametros estructurales tales como la longitud de la cadena, grado y posicion de las
insaturaciones y la naturaleza de los substituyentes pueden influenciar la habilidad de los
surfactantes para actuar como promotores de penetracion en piel. Se ha aceptado que una
cadena alquilica lineal de 12 atomos de carbono maximiza el efecto de un surfactante sobre la
permeabilidad membranal. Las cadenas Cj; tienen una solubilidad intermedia aceite/agua y
son capaces de penetrar la bicapa lipidica. (1,6,9). Entre una serie de éteres de polioxietileno,
el éter laurico (Cj2) fue reportado como el mas efectivo promotor para ibuprofeno, seguido
por el éter oleico (Cys) (6). Aunque los acidos grasos saturados Cig (por €j. Acido estedrico)
han mostrado no ser efectivos, numerosos reportes estan de acuerdo en el efecto desordenante

del 4cido oleico, un acido graso monoinsaturado C,g, particularmente en las regiones lipidicas



del estrato corneo (7,10-13). Se ha propuesto que el acido oleico induce separacion de fases,

reduciendo asi la resistencia de la membrana (14-15).

Los ésteres de dcido graso y sacarosa (SE) los cuales son surfactantes no idnicos, con
sacarosa como grupo polar principal (Figura 1), también estdn siendo investigados
actualmente como promotores. De una serie de SE, solo el laureato de sacarosa fue eficiente
para incrementar el paso de clorhidrato de lidocaina a través de mucosa bucal y paladar (16).
Los SE son surfactantes no toxicos y biodegradables, aprobados por la FAO/WHO como
aditivos en alimentos (5). Como no son irritantes a la piel, pueden ser usados no solo para
alimentos sino también para aplicaciones terapéuticas y cosméticas (5,17). Su aplicacion en
dermatologia se ha visto incrementada por la habilidad de algunos SE, como el laureato y el
ricinoleato, para for Figure 1 mar cristales liquidos y microemulsiones (5, 18, 19).

La evidencia biofisica sobre la intensidad y duracién del efecto de un promotor, puede
obtenerse mediante mediciones de Pérdida de Agua Transepidermal (TEWL) vy
Espectroscopia Infrarroja por Tranformadas de Fourier con Reflectancia Total Atenuada
(FTIR-ATR). El TEWL ha mostrado ser 1til para evidenciar cambios macroscopicos en el
estado funcional de la barrera de la piel y esto contribuye a la prediccion de penetracion
percutanea (20-21). Por otra parte, el FTIR-ATR permite detectar cambios conformacionales
en las regiones de lipidos y proteinas del estrato corneo, y ha probado ser un instrumento (til
para monitorear la penetracion percutanea de farmacos u otros constituyentes tales como
cosolventes y promotores (11-12,21-24). El TEWL y el FTIR-ATR tienen la ventaja de ser
no invasivos y permitir el desarrollo de experimentos in vivo, en humanos.

El propésito de este estudio fue evaluar en piel humana in vivo (a) el efecto de dos SE, oleato
y laureato de sacarosa, sobre la funcién de barrera de la piel, y (b) examinar el impacto de
estos surfactantes no idnicos sobre la penetracion percutanea del 4-hidroxibenzonitrilo (un
penetrante modelo), el cual fue seleccionado considerando la absorbancia a 2230 em’,

producto del estiramiento del C=N permitiendo con esto ser monitoreado por espectroscopia

FTIR-ATR.



Materiales y Métodos

El 4-hidroxibenzonitrilo fue comprado a Aldrich (ST. Louis, MO, U.S.A.). El Transcutol fue
una donacion de Gattefossé (Saint-Priest, France). El oleato de sacarosa (Ryoto Sugar Ester”
0-1570) y el laureato de sacarosa (Ryoto Sugar Ester® L-1695) fueron generosamente
donados por Sectchemie AG (Ziirich, Switzerland). La cinta Scotch® Book Tape 845 fue
comprada a 3M (ST. Paul, MN). Se prepararon soluciones acuosas usando agua desionizada

surtida por un sistema de purificacion de agua Milli-Q (Millipore Corp, Bedford, MA).

Tratamiento de la piel

Participaron en el estudio, seis adultos sanos (sexo femenino, edad 20-30 afios) quienes no
recibieron medicacion y no tenian historial de enfermedades en la piel, quienes otorgaron su
consentimiento por escrito. Durante el estudio, se requirié que los voluntarios se abstuvieran
de aplicar cualquier producto para el cuidado de la piel en la parte interna del antebrazo,
destinada a la experimentacion. La piel fue limpiada suavemente con agua y secada usando
una gasa. Inmediatamente después, se aplicaron a los sujetos las siguientes soluciones: oleato
de sacarosa (O) 6 laureato de sacarosa (L) al 2 6 al 10% (p/v) en agua 6 en Transcutol (TC).
El Transcutol, monoetil éter de dietilen glicol (Figura 1), se escogié por su conocida habilidad
para incrementar la solubilidad de los farmacos en la piel (25). Un volumen de 1.5ml de las
formulaciones fue aplicado mediante una papel filtro (11.5 x 4.5 cm), el cual se fijo a la piel
con una pelicula oclusiva. Al final del periodo de aplicacion (1h), el papel filtro se removio y
la superficie de la piel se limpidé con un algodén humedecido y se secd suavemente con una
gasa. El sitio de aplicacion se delimité con un marcador para asegurar el reposicionamiento
del 4rea en cada medicion. A cada sujeto se le aplicaron todas las formulaciones. Se
registraron espectros de FTIR-ATR y medidas de TEWL antes del tratamiento, después del
tratamiento (~5 min después de limpiado) y después periddicamente (cada hora) durante las

siguientes 4 horas.



Efecto de éster de dcido graso de sacarosa (SE) en la penetracion in vivo del
4-hidroxibenzonitrilo (4-HB)

En una serie separada de experimentos, el sitio de aplicacion fue pretratado topicamente con
cada una de las soluciones de L u O, en agua o en TC (2 y 10% p/v), por 1 h (siguiendo el
procedimiento descrito anteriormente). Después de este tratamiento, la superficie de la piel se
limpi6é con una gasa himeda y 1.5ml de una solucién acuosa saturada de 4-HB fue aplicada
en la piel mediante un papel filtro (11.5 x 1.0 cm) fijado con una pelicula oclusiva. Después
de 1h, la superficie de la piel se limpio con agua y se secé. Con el fin de determinar la
distribucion del 4-HB a través del estrato corneo, se registraron espectros de IR del sitio
dosificado, realizando 16 strippings sucesivos usando cinta Scotch® Book Tape No. 845 (3M,
Minnesota, U.S.A.). Se obtuvo un espectro de infrarrojo para cada cinta. La cantidad de 4-
HB en cada cinta se determiné espectroscopicamente gracias a la intensidad de la

1

absorbancia del estiramiento del C=N que presenta el 4-HB a 2230 cm™. Se construyd una

curva de calibracion registrando un espectro de infrarrojo al adicionar cantidades conocidas
de 4-HB a las cintas (con estrato corneo). Cada cinta fue analizada 10 veces. La profundidad
de penetracion del 4-HB se calculé considerando un drea de muestreo constante y una
densidad de ~1 g.cm™ para el estrato corneo removido. De esta forma, la masa del estrato
corneo removido (determinado por el peso de las cintas antes y después del stripping), se

convirtid en profundidad de SC (masa del SC = drea x profundidad x densidad).

Espectroscopia FTIR-ATR

Se registraron espectros de infrarrojo usando un espectrofotémetro Shimadzu FTIR-8300
(Kyoto, Japan) equipado con un cristal trapezoidal de ATR (80 x 10 x 4 mm, bisel 45°).
Cada medida represent6 un promedio de 45 mediciones con una
resolucion de 1 cm™. Con el fin de determinar el efecto de los SE, se examind la frecuencia e
intensidades de los picos asignados a las vibraciones de estiramiento simétricas y asimétricas

de las cadenas alquilicas de los lipidos del estrato corneo (~2850 em’ y ~2920 em’,

respectivamente) en los espectros adquiridos.



Mediciones de TEWL

La pérdida de agua transepidermal se midié con un Tewameter TM 210 (Courage+Khazaka
electronic GmbH, Cologne, Germany), con una resolucion de 0.1 gf'h.mz, de acuerdo a las
guias recomendadas (26). Las medidas se registraron en una camara ventilada de Plexiglas, y
los voluntarios permanecieron tranquilos y relajados durante el experimento para evitar

fluctuaciones en el TEWL.

Medidas de Tension Superficial
La tension superficial de las soluciones se determinaron usando el método de Wihelmy-Noiiy.

Se empleo agua destilada como estandar de referencia.

Estadistica

Los resultados se expresaron como la media + desviacion estandar (S.D.). Se realizd la
prueba-t de Student ¢ andlisis de varianza (ANOVA) para determinar diferencias
significativas. El procedimiento de Duncan se aplicoé para determinar el origen de la

diferencia en aquellos casos en que se obtuvo un valor de F significativo.

Resultados y discusion

Como se discuti6 anteriormente, los surfactantes pueden promover el transporte de farmacos
por diversos mecanismos. Primeramente, ellos pueden insertarse en las regiones intercelulares
y posiblemente incrementar la fluidez y/o extraer los lipidos de barrera. En segundo lugar,
pueden penetrar dentro de los corneocitos, y romper la red de filamentos de queratina y de ese
modo aumentar la permeabilidad de los corneocitos (6). En el caso de los SE, existe la
posibilidad de que sus largas cadenas hidrocarbonadas (Figura 1) se inserten entre las cadenas
lipofilicas de la bicapa permitiendo que el anillo de sacarosa interaccione con las cabezas

polares de los lipidos. Para probar el efecto de los SE sobre las propiedades de barrera del



estrato corneo, el SC tratado fue examinado por FTIR-ATR in vivo. En los estudios de lipidos
por IR, se ha puesto especial interés en las absorbancias originadas por las vibraciones de
estiramiento C-H, simétricas y asimétricas de la cadena alquilica de los lipidos del estrato
corneo (~2850 cm™ y 2920 cm™ respectivamente). Los espectros de FTIR-ATR del estrato
corneo tratado por 1 hora con los SE al 2% en transcutol se presentan en la Figura 2. Como
se ve en el espectro, el tratamiento con L-TC al 2% y O-TC al 2% resultaron en un
decremento significativo en las dreas y alturas de estos picos. De hecho, después del
tratamiento con L-TC al 2%, las absorbancias de los lipidos casi desaparecieron por entero.
Esta observacion sugiere que las formulaciones de SE-TC 2% pueden interactuar con las
estructuras de lipidos, provocando la disolucion y extraccion de lipidos del SC (21). En
contraste, cuando la piel fue tratada con formulaciones acuosas o formulaciones con TC
conteniendo el 10% de SE, este fenémeno no fue observado (los datos no se muestran).
Aunque el tratamiento con TC solo mostré un decremento en la altura de estos picos (Figura
2), el efecto no fue tan marcado como con las soluciones de SE-TC 2%. Ademds, el
tratamiento con formulaciones de SE-TC causé un desplazamiento hacia mayores numeros de
onda de las vibraciones simétricas y asimétricas de estiramiento C-H, con respecto al estrato
corneo no tratado (Figura 3). El tratamiento con L-TC al 2% produjo un marcado cambio en
la frecuencia asimétrica de estiramiento comparado con el control (t=3.876; tg0s0,5=2.57), el
cual no fue igualado por las soluciones acuosas ¢ por TC solo. Por otra parte, la frecuencia
simétrica de estiramiento C-H; demostrd un leve desplazamiento con todas las soluciones de
SE-TC, pero como se muestra en la Figura 3, el cambio fue mayor con las soluciones de L-TC
al 2 y 10%.

De hecho, los procedimientos de ANOVA y Duncan revelaron diferencias significativas
(p<0.05) entre las formulaciones de L-TC al 2 y 10% cuando se compararon con el control,
las soluciones acuosas, TC solo y las formulaciones de O-TC. Las diferencias fueron no
significativas cuando las comparaciones se hicieron entre el control, soluciones acuosas, TC y
formulaciones O-TC al 2 y 10%. En algunos casos, el tratamiento con SE-TC provocé la
aparicion de un hombro en la banda simétrica de estiramiento a 2850 cm™, el cual puede estar
probablemente asociado con la incorporacién del SE dentro del estrato corneo. Aunque las
absorbancias de estiramiento del metileno de los mismos componentes de la formulacion

contribuyen a la absorbancia total, y consecuentemente a los cambios de frecuencia medidos
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(particularmente a mayores nimeros de onda), se puede asumir que estas contribuciones son
negligibles en base a dos observaciones. Primero, las frecuencias de estiramiento C-H, de los
excipientes no son tan grandes como las de los lipidos del SC, y en segundo lugar, dado que
las soluciones de SE de mayor concentracion (10%) no indujeron un cambio hipsocrémico, es
muy improbable que la intensa repuesta observada a bajas concentraciones (2% p/v) se
origina de las absorbancias intrinsecas de los excipientes.

La naturaleza temporal de estos cambios de frecuencia se monitoreé mediante espectros
registrados cada hora durante cuatro horas. Los resultados demostraron que el cambio de
frecuencia fue reversible, con el regreso de las bandas a sus valores originales después de 3h.
Se ha reportado que estos cambios de frecuencia reflejan un incremento en la fluidez de
lipidos y un incremento en la proporcion de los conférmeros gauche a lo largo de las cadenas

hidrocarbonadas de lipidos (27).

El TEWL se incrementé de manera transitoria inmediatamente después de remover la pelicula
protectora al final del periodo de aplicacion, esta observacion puede ser atribuida a la
evaporacion del agua después de la oclusion. Sin embargo ninguna de las formulaciones
causd un incremento sostenido en la pérdida de agua, y no se encontraron diferencias
significativas entre el valor del control y los encontrados después del tratamiento con
cualquiera de las formulaciones (~9-13g/h.m?). A pesar de las alteraciones observadas en los
espectros de FTIR, la TEWL permanecié inalterada para todas las formulaciones.

Un objetivo de nuestro estudio fue investigar la relacion entre el grado de disturbio del estrato
corneo inducido por los SE y la penetracion de una molécula (4-HB). Los perfiles de
distribucion del 4-HB en funcion de la profundidad de estrato corneo estan representados en
la Fig.4. Como se muestra, la profundidad de penetracién del 4-HB fue poca cuando la
liberacion ocurre a partir de un medio acuoso. Sin embargo, la combinacién de TC y SE
resulté en un incremento del grado de penetracion, particularmente a una concentracion del
2%. La Fig. 5 presenta la distancia total de penetracion del 4-HB para la piel tratada con SE
en solucion acuosa y en TC. E1 ANOVA de estos resultados seguido por la prueba de Duncan
revelaron una diferencia significativa entre el L-TC al 2% y el control (F=5.33;
Foosn.920=2.39). Estos hallazgos son consistentes con los datos de espectroscopia de IR

presentados anteriormente, los cuales no indicaron modificacion de los lipidos del SC cuando
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la piel se traté con soluciones acuosas de SE, pero si una clara fluidizacién de lipidos en
presencia de SE-TC. Estos resultados son también consistentes con reportes previos que han
demostrando que la penetracion en piel se ve incrementada significativamente con mezclas
solvente-agua (ej. mezclas de propilenglicol (2,3), alcohol isopropilico (28)) conteniendo una
alta proporcion de solvente. Ganem-Quintanar et al. (25) demostrd previamente que el TC
difunde a través del estrato corneo estableciendo un flujo constante en dos horas.

La promocion sinérgica observada entre el SE y el TC puede entonces atribuirse
probablemente a la absorcion facilitada del surfactante por la presencia de TC en el estrato
corneo. La Figura 6 ilustra la cantidad total de 4-HB determinada en las cintas, representando
la cantidad que penetré a través del estrato corneo. Los resultados sugieren que después de la
aplicacion de una hora, la cantidad total de 4-HB detectada en el SC es independiente de la
formulacién. Sin embargo, como se resume en la Figura 5, el grado de penetracion de la
molécula esta influenciado claramente por la formulacién, siendo aumentada por la
incorporacién de SE-TC.

La concentraciéon micelar critica (CMC), determinada por mediciones de tension superficial,
se increment6 dramaticamente cuando el TC se empled como solvente. Como se presenta en
la Tabla I, mientras en las soluciones acuosas los valores de CMC fueron de 0.05% y 0.01%
para L y O, respectivamente, en TC la CMC aumento a 3% para los dos ésteres de sacarosa.
Estos resultados coinciden con estudios anteriores donde el propilenglicol demostrd
incrementar la CMC de surfactantes no ionicos (2-3, 29). Los datos de ATR-FTIR
presentados aqui son consistentes con el comportamiento de permeacion dependientes de la
concentracion de surfactante y apoyan la suposicién de que el monomero es transportado
preferentemente a través del SC (2-3, 30) dado que el maximo disturbio de lipidos se logré
con las formulaciones de SE-TC al 2% a concentraciones por debajo de la CMC. Ademas, a
pesar de los niveles 5 veces mayores de SE, las formulaciones de SE al 10% (concentraciones
por arriba de la CMC) no produjeron un aumento correspondiente en la permeacion del

4-HB.
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Conclusiones

Hemos demostrado que la penetracién de 4-HB, una molécula modelo (M,=119.12;
LogKew=1.56, solubilidad en agua =10.25 mg/ml) se incrementa en presencia de ésteres de
sacarosa y Transcutol. Aparentemente el TC y los SE interactian sinérgicamente para
modificar la barrera de la piel y promover la penetracion del 4-HB. De los dos ésteres de
sacarosa evaluados, el laureato, en combinacion con Transcutol, fue significativamente mas
eficaz que su analogo oleato.

Estas moléculas de surfactantes no-i6nicos relativamente inocuas justifican la investigacion
mas extensa como candidatos potenciales para su inclusién en formulaciones transdérmicas

como promotores de penetracion.
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Abreviaciones

4-HB

SC

SE

TC

4-hidroxibenzonitrilo

Laureato de sacarosa

Oleato de sacarosa

Estrato corneo

Esteres de acido graso de sacarosa

Transcutol
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Titulo de Figuras

Fig. 1. Estructura quimica de (a) monoester de sacarosa [R= 4cido graso] y (b) Transcutol

(monoetil eter de dietilen glicol).

Fig. 2. Espectro representativo de FTIR - ATR en el rango de 3500 — 2000 cm™ para la piel
tratada con Transcutol (TC), 2 % O-TC y 2 % L-TC. Comparando, el espectro del estrato
corneo sin tratar (SC), TC (TC*) y laureato de sacarosa (L*) solos son mostrados. Los

espectos de IR oleato de sacarosa (no se muestran) es muy similar al laureato de sacarosa.

Fig. 3. Cambios en al frecuencia de las vibraciones C-H» simetrica () y asimetrica (OJ) de
estriramiento del las cadenas alquilicas de los lipidos del estrato corneo (n = 6+SD).

L=laureato; O = oleato; TC = Transcutol; W = water.

Fig. 4. Perfiles de distribucion del 4-HB en funcién de la profundidad del SC seguida del
tratamiento con (A) oleato o (B) laureato: 2 % en agua (O) o en Transcutol (O); 10 % en

agua (A) o en Transcutol (). Transcutol (A); control (@).

Fig. 5. Efecto de los SE sobre la distancia de penetracion del 4-HB (n = 3+SD). L= laureato;

O= oleate; TC = Transcutol; W = agua.

Fig. 6. Cantidad total penetrada de 4-HB por unidad de 4rea del estrato corneo (n = 3£8D).

L=laureato; O = oleato; TC = Transcutol; W = agua.
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Cambios de frecuencia
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Tabla 1. Concentracion Micelar Critica (CMC) de laureato de sacarosa y oleato de sacarosa

en agua y en transcutol.

Solvente

Ester de sacarosa Agua Transcutol
Laureato de sacarosa 0.05 % 3%
Oleato de sacarosa 0.01 % 3%
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SOLUBILIDAD DE ESTERES DE SACAROSA
EN AGUA Y EN TRANSCUTOL (%)

AGUA TRANSCUTOL
(%) (%)
Laureato de Sacarosa
>50 >50
L-1695
Oleato de Sacarosa
<50 >50

0-1570




Tension Superficial vs In Concentracién
del Laureato de Sacarosa L-1695 (%p/v) en Transcutol

50.4
50.2
50
§ 49.8
£ 496 -
b
g 494
-
" 49.2
e cMC
48.8 3.00% A
486 . ! . .
-10 9 -8 7 % 5 4 3 2
InConc. L-1695 en Transcutol
Tabla de Datos
CONCENTRACION | In CONC. SL-1695| TENSION SUP.
% SL-1695 EN TRANSCUTOL (din/cm)
0.05 -7.60 49.65
1 -4.61 49.78
3 -3.51 48.84
5 -3.00 49.24
10 -2.30 50.18




Tensioén Superficial vs In Concentracion
del Oleato de Sacarosa 0-1570(%p/v) en Transcutol
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48.60 - ; ; J — .
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InConc. 0-1570 en Transcutol
Tabla de Datos
CONCENTRACION| In CONC. 0-1570 TENSION SUP.
% S0-1570 EN TRANSCUTOL (din/cm)
0.05 -7.60 50.11
1.00 -4.61 50.31
3.00 -3.51 49.71
5.00 -3.00 50.58
10.00 -2.30 51.18

0.00
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Tensién Superficial vs In Concentracién de Laureato de Sacarosa
L-1695(% p/v) en Agua.

L3

CcMC /

0.05%
-7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 % 4
In Conc. SE L-1695

Tabla de Datos
CONCENTRACION| In CONC.SL-1695 | TENSION . SUP.
% SL-1695 EN AGUA (din/cm)
0.001 -6.91 61.71
0.005 -5.30 57.39
0.010 461 55.45
0.050 -3.00 50.24
0.200 -1.61 50.31
2.000 0.69 49.89
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Tension Superficial vs In Concentracién de Oleato de Sacarosa
0-1570 (% P/V) en agua.

T. Sup. (dina/cm)
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In conc. SO-1570 en transcutol

’ e
CMC /'

Tabla de Datos
CONCENTRACION [ In CONC. SO-1570| TENSION. SUP.
% S0-1570 EN AGUA (din/cm)

0.001 -6.91 68.029

0.005 -5.3 58.092

0.01 -4.61 53.784

0.05 -3 53.089

0.5 -0.69 53.297

1 0 52.394

42



TEWL (g/hm2)

MEDICION TEWL
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Grafico representativo de Perdida de Agua Transepidermal

(TEWL)
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Espectros representativos donde se muestra el efecto reversible de los SE sobre el estrato

corneo:
A. Perfil del SC normal
B. Perfil del SC tratado después de 1h
C. Perfil del SC tratado después de 4h
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CURVA DE CALIBRACION PARA LA CUANTIFICACION DE
4-HIDROXIBENXONITRILO (4-HB)

| 2.314E-2 + 2.062E1
mg - r=0.998701

00 Tl||i11||||||||!r|||||r111|||||||r||||||||::|||||i||||j||:|||r||

0001 00 0001 Q0@ 00B 0004 006 006 0007 0008 0009 001 001 00
Concertration vs. Corr. Height. Renge: 22000 - 22500 ABS
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