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On the Percutaneous Absorption of Tribenoside Applied Topically to the Mouse Ear

Tribenoside, a glucofuranose derivative (ethyl 3,5,6-
tri-0-benzylglucofuranoside = TBGF = C. 21, 401-Bal), is
capable of antagonizing the spasmogenic effects of a great
variety of biogenous amines, kinins and kinin-forming
enzymes in vitro2? and, when administered orally or intra-
peritoneally, inhibits the inflammatory response elicited
by various irritants such as dextran, endotoxin, turpen-
tine2 3, formaldehyde?, cotton? or by antigen-antibody
reactions? In a recent study it has also been demonstrated
that TBGF applied topically together with an irritant
solution containing croton oil suppresses the oedema
caused by such an irritant in the mouse ear®. This latter,
more or less indirect evidence of a percutaneous absorp-
tion and activity of TBGF has now been substantiated by
the use of C1%- or H*labelled TBGF. The following is a
preliminary account of experiments in which the absorp-
tion of TBGF applied to the ear of mice with or without
irritant mixture was evaluated quantitatively®.

Male albino mice of the same provenance as that used
in the previous study® (NMRI, purchased from Ivanovas,
with a body weight of 204 1g) were employed. For
several days prior to the experiment they were provided
with NAFAG pellets No. 194 and water ad libitum.
Labelled TBGF was applied in exactly the same way as
when it was used to demonstrate the anti-inflammatory
action®. In most of the experiments described hereafter
the absorption of H3-labelled TBGF (formula 1) was in-
vestigated; in another set, C*4-labelled TBGF (formula, 2)
was applied simultaneously with H3-TBGF. Immediately
after and at intervals following the topical application of
labelled TBGF, the amounts of TBGF remaining on the
ear and the concentrations occurring in blood taken from
the heart of etherized animals were determined. In yet
another set, H3-labelled TBGF was applied topically to
the inner side of the mouse ear without the use of the
irritant solution in order to study the role played by the
irritant in percutaneous absorption of TBGF. Further
groups of mice were treated orally or i.p. with appropriate
doses of H*-TBGF (dissolved in polyethylene glycol 400,
0.2 ml/animal} in an attempt to detect possible differences
in the rates of absorption of TBGF applied by the various
routes of administration. In each experimental set,
groups of at least 5 animals per group were nsed. Deter-
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Formula 1. H3-Glyvenol-(6-furanose-H3),

x .
Oo-

Formula 2. C*-Glyvenol-(6-benzyl-Cl4),

minations of the radio-active material were made on the
ears or blood of treated animals (following combustion
under O,) and the activities calculated in terms of the
labelled compound administered. The results obtained so
far can be summarized as follows:

(1) Using the same technique as the one employed
earlier for the study of the topical anti-inflammatory
activity, i.e. when TBGF is incorporated in an irritant
solvent5, from 0.4-2.0 mg of the compound are applied
to the ear of a mouse (mean obtained from 3 groups of
5 mice each: 1.0 4- 0.1 mg).

{(2) Within the first few hours, only little of the dose
applied initially together with the irritant disappears
from the ear. After 4 h, from 30.8-58.3%, still remain on
the ear; thereafter, there is a steady decline, but appre-
ciable amounts are still detectable after 12 and 24h
(see Table). When applied without irritant, TBGF dis-
appears more rapidly from the ear than when applied
together with it.

(3) In the heart blood, significant amounts are de-
tectable 1 h following topical administration. There is a
net increase until the 12th h post-treatment, and at
24 h the mean blood concentration still exceeds 1 pg/ml
(see Table). '

Organ and blood concentration of H“-labelled ethyl-3,5,6-t#i-0-
benzyl-glucofuranoside following topical application to the ear in
irritant mixture

Sampling Ear Mean as % Blood
time (mg/total)= of dose (ug/ml)=
Mean 4 S.E. applied Mean 4 S.E.

0 min 1.15 4 0.25 100.0 0.0

30 min 1.44 4 0.31 125.2 {0.21 £ 0.21)
1h 1.09 4- 0.08 94.8 2.00 4 0.34
2h 1.10 4 0.07 95.7 1.08 4- 0.24
3h 1.18 4 0.17 102.6 2.39 4- 0.52
4h 0.68 4- 0.02 58.3 1.95 4- 0.68
6h 0.73 + 0.07 63.5 3.08 £ 0.67

12h 0.32 4+ 0.04 27.8 4.02 + 1.07

24h 0.13 4- 0.02 11.3 1.1540.18

= H® concentration calculated in terms of unchanged molecule.

(4) When injected i.p. or administered by stomach
tubing at a dose of 50 mg/kg (i.e. a dose roughly equiva-
lent to that administered topically), the blood concentra-
tions detected at varying intervals are about the same for
the intraperitoneal as well as the oral route. However,
both these routes do not achieve the same sustained blood
concentrations as does the epicutaneous administration.

(5) When the ears treated topically with TBGF are
‘washed’ by 3 successive rinsings in 959, ethanol after
baving been cut off at varying intervals, a large propor-

‘tion of the material applied is removed by this procedure.

This is taken to indicate that most of the TBGF applied
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remains on the ear surface and in the superficial layers of
the skin for several hours.

(6) When TBGF labelled with C'* in the 6-benzyl
group is applied topically or administered intraperi-
toneally together with equal amounts of TBGF bearing
the H? label in the furanose moiety, essentially identical
C' and H? concentrations can be found in the heart blood
taken at intervals of up to 24 h post-treatment.

A detailed description of this work will be published
elsewhere.
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Zusammenfassung. Mit Hilfe von radioaktiv markierten
Préparaten (6-Benzyl-C* bzw. 6-Furanose-H3) wird
gezeigt, dass auf die Haut appliziertes Athyl-3,5, 6-tri-
O-benzylglucofuranosid (Glyvenol®) bei der Maus gut
resorbiert wird.

R. Jagurs, H. KEBERLE,
L. RigsTERER and K. Scumip
Research Labovatovies
of the Phavmaceutical Depavtment of Ciba Limited,
4000 Basel 7 (Switzerland), 10 June 7969

Effet de quelques stéroides sur ’'incorporation de la proline-*C au niveau de 1’0s, chez le rat castré

La proline, acide aminé métabolisable, participe a la
biosynthése du collagéne?® aprés avoir été transformée en
hydroxyproline?-4 et son incorporation revét une impor-
tance toute particuliére dans le cas.de 1'os dont la ma-
trice est presque totalement constituée de collagéne (94%
environ). '

Ce phénoméne a fait 'objet de nombreux travaux mon-
trant en particulier l'effet stimulant de certaines hor-
mones stéroides androgénes®»® ou cestrogénes?-10. La
question peut se poser de savoir si cet effet est lié a
T'action hormonale de ces stéroides ou s’il en est indépen-
dant. C’est pourquoi il nous a paru intéressant d’aborder
ce probléme en étudiant l'incorporation de proline-1C
dans le fémur de rats castrés, sous l'effet d’une injection
préalable soit de stéroides anabolisants, soit d’une asso-
ciation dans laquelle 'addition 4 I'un d’entre eux de
stéroides modificateurs, supprime 'activité hormonale et
potentialise 'activité anabolisante . '

Protocole expérimental. Cette expérimentation est réali-
sée sur des rats méles Wistar-Sherman CF, 4gés de 7
semaines, pesant 180 & 200 g et répartis en lots de 6 ani-
maux chacun. Les rats subissent une castration puis sont
maintenus & un régime normal ad libitum et pesés a
intervalles réguliers.

Les stéroides étudiés sont: le propionate de testoste-
rone (I), le phénylpropionate (II), le décanoate (III) et
I'undécylate (IV) de la nor-19 androsténe-4-one-3, et une
association (V) contenant par millilitre de solution injec-
table 80 mg de produit IV, 1,3 mg de propionyl-3 nico-
tyloyl-17 § cestratriéne-1, 3, 5{10) et 80 mg d’heptyloyl-17«
pregnéne-4-dione-3, 20.

Ces produits sont administrés par voie i.m., en solution
huileuse, & des doses correspondant & 4 mg/kg de testosté-
rone pour I et & 6 mg/kg de nor-19-androsténe-4-one-3
pour II, ITI, IV et V. La proline-14C utilisée provient du
C.E.A. (Saclay). Son activité spécifique est de 83 mCi/mM.

Le protocole adopté est le suivant: (1) Traifement pav
les stévoides. Les injections sont pratiquées par voie i.m.
entre le ler et le 12¢ jour suivant la castration, selon la
durée d’action envisagée. (2) Injection de proline-**C. Elle
est pratiquée par voie i.p. (50 uCi/kg), le 12¢ jour suivant
la castration!?. Les animaux sont alors maintenus en
" cages individuelles, sans nourriture, avec eau de boisson
ad libitum. (3) Prélévements, extractions, mesuyes. Les ani-
maux sont sacrifiés par décapitation 17 h aprés injection
de la proline-*#C18, Les fémurs sont prélevés par dissec-
tion, débarrassés de tout tissu adhérent puis pesés. L’os
est finement haché, décalcifié par traitement 4 TEDTA
durant 48 h, puis traité selon la méthode décrite par
HurvcH et CHvaPIL!t. L’extrait trichloracétique con-
tient le collagéne et les acides nucléiques® 16, La fraction
insoluble en milieu acide est séparée par centrifugation,
lavée & l'alcool puis & l'alcool-éther. La radio-activité de
ces deux fractions est mesurée & l'aide d’'un flow-counter

(Tracerlab). L’azote protéique est mesuré dans 1’extrait
trichloracétique par microdosage colorimétrique?. L'hy-
droxyproline est dosée selon la méthode de Prockor et
UDENFRIEND 8,

Résulitats. Chez les rats témoins, la proportion de 14C
retrouvée au total dans le fémur représente environ 0,259,
de la dose radio-active administrée. Exprimée par gramme
de tissu frais, la radio-activité de 'extrait trichloracétique
est trés nettement plus élevée pour 'os que pour d’autres
tissus, pourtant riches en collagéne, tels la peau, le tendon
de la queue ou le foie (Tableau 1). Elle représente plus de
909, de la radio-activité totale de I'os (Figure).

Tableau I. Radioactivité (cpm/g de tissu frais) mesurée aprés
extraction trichloracétique chez des rats témoins castrés 12 jours
aprés injection de proline-14C

Tissus cpm/g tissu
Peau 1394 4 1962
Tendon 1373 4492
Foie 716 4- 48
Os 10730 4 320

s Voir note du Tableau III.
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