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1. Contaminacion atmosférica

La contaminacion atmosférica consiste en la presencia de sustancias nocivas en el
aire que pueden provocar efectos adversos sobre la salud humana y el medio
ambiente.! Es un problema de caracter tanto local, cuando los efectos ligados al
foco se sufren en las inmediaciones del mismo; como global, cuando provoca
efectos negativos tanto en la zona del foco de emisién como en zonas mas
alejadas.?

Segln su origen, los contaminantes atmosféricos se clasifican en antropogénicos,
procedentes de la actividad humana, principalmente del transporte, la produccién
de energia y las actividades industriales; o naturales, derivados de procesos de la
naturaleza, como erupciones volcanicas, incendios forestales, procesos bioldgicos,
etc.® Las fuentes naturales provocan una mayor contaminacidon que las
antropogénicas, sin embargo, tienen una importancia relativamente baja sobre la
salud y el bienestar. Esto se debe a que generalmente estas fuentes de emision se
encuentran alejadas de las grandes poblaciones, y suelen ser transitorias. En
cambio, las fuentes de contaminacidon antropogénicas han sido y contintan siendo
un grave problema para la salud. La contaminacién producida por estas fuentes,
habitualmente suele darse de forma muy localizada, siendo el nivel de exposicion
mayor cuanto mds cerca se encuentre el individuo del foco de la emisién.* Sin
embargo, el viento puede expandir estos contaminantes lejos del punto de origen,
por lo que su concentracién se diluird a medida que se mezcle con el aire al alejarse
del foco. La calidad del aire de las areas urbanas depende en gran medida de las
condiciones atmosféricas, la radiacion solar, la temperatura, factores
meteoroldgicos y geograficos, y las emisiones de contaminantes.>®

1 Ministerio para la Transicion Ecolégica y el Reto Demografico, Gobierno de Espafia.
https://www.miteco.gob.es/es/calidad-y-evaluacion-ambiental/temas/atmosfera-y-calidad-del-aire/calidad-del-
aire/salud/ Acceso febrero de 2021.

2 Ministerio para la Transicion Ecolégica y el Reto Demografico, Gobierno de Espafia.
https://www.miteco.gob.es/es/calidad-y-evaluacion-ambiental/temas/atmosfera-y-calidad-del-
aire/emisiones/prob-amb/ Acceso febrero de 2021.

3 Agencia Europea de Medio Ambiente (AEMA), 2020 https://www.eea.europa.eu/es/themes/air/intro Acceso
enero de 2021.

4 Conselleria d’Agricultura, Desenvollupament Rural, Emergéncia Climatica i Transicid Ecologica, Generalitat
Valenciana, 2015 http://www.agroambient.gva.es/es/web/calidad-ambiental/la-contaminacion-atmosferica
Acceso enero de 2021.

5 Bourar, |., Wang, X., Brasseur, G. P. Air Pollution in Eastern Asia: An Integrated Perspective, Springer; 2017.

6 Koohgoli, R., Hudson, L. Naidoo, K. et al. Bad air gets under your skin. Experimental Dermatology. 2017; 26(5):384-
387.
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Los principales contaminantes atmosféricos son los 6xidos de azufre, nitrogeno y
carbono (SOx, NOx, COx), el ozono (0s), los compuestos organicos volatiles (VOCs
de sus siglas en inglés), los hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAHs), los metales
y sus compuestos (Pb, Ni, etc.), el material particulado (particulas gruesas PMg y
particulas finas PM;;s), los halégenos y sus compuestos, etc.”-2,

Los SOx provienen principalmente de procesos de quema de combustibles fosiles
como el carbdn y derivados del petréleo. También se libera de forma natural en
determinados procesos volcanicos y de descomposicion.” Los NOx también poseen
un origen principalmente antropogénico. Provienen de la oxidacién del nitrégeno
atmosférico a alta temperaturas. Los focos emisores generalmente producen NO;
y NO que con el tiempo se oxida a NO,. Son gases emitidos principalmente por
vehiculos de trasporte en general, asi como en instalaciones industriales de alta
temperatura y de generacion eléctrica.® EI CO proviene del consumo de
combustibles con carbono en su composicidn, como gas, petréleo, carbdn, madera,
etc., en condiciones donde la cantidad de oxigeno no es suficiente como para
formar CO,. La fuente antropogénica mds importante es la que proviene de las
emisiones de vehiculos.’® Los VOCs proceden de fuentes naturales vy
antropogénicas, principalmente por el uso de disolventes y otros productos en el
sector industrial, asi como por la combustidn incompleta de combustibles de
vehiculos.’* Los PAHs, formados por la unidn de dos o mas anillos aromaticos
dispuestos en varias configuraciones, se generan como resultado de la combustion
incompleta de materiales organicos, como los combustibles fésiles, tabaco, etc.,.
Generalmente se adsorben en particulas finas presentes en el aire o se depositan
en el suelo.'>** El ozono y el material particulado presentes en la atmdsfera, son
unos de los contaminantes mas preocupantes con respecto a la salud, ya que la

7 Ministerio para la Transicion Ecolégica y el Reto Demografico, Gobierno de Espafia
https://www.miteco.gob.es/es/calidad-y-evaluacion-ambiental/temas/atmosfera-y-calidad-del-aire/calidad-del-
aire/salud/ Acceso febrero de 2021.

8 de la Guardia, M., Armenta, S. The Quality of Air, Comprehensive Analytical Chemistry, Elsevier; 2016.

9 Instituto Nacional de Seguridad y Salud en el Trabajo. Enciclopedia de salud y seguridad en el trabajo. 1998.

10 Agencia para Sustancias Toxicas y el Registro de Enfermedades. Resumen de Salud Publica. Mondxido de
Carbono. 2012

11 Consejeria de Agricultura, Ganaderia, Pesca y Desarrollo Sostenible, Junta de Andalucia.
http://www.juntadeandalucia.es/medioambiente/site/portalweb/menuitem.7elcf46ddf59bb227a9ebe205510e
1ca/?vgnextoid=88b782cb6b666110VgnVCM1000000624e50aRCRD&vgnextchannel=36e08c43b07d4310VgnVC
M1000001325e50aRCRD Acceso febrero de 2021.

2 0lsson, A. C., Fevotte, J., Fletcher, T., et al. Occupational exposure to polycyclic aromatic hydrocarbons and lung
cancer risk: a multicenter study in Europe. Occupational & Environmental Medicine. 2009; 67(2):98-103.

13 Kim, K. H., Jahan, S. A., Kabir, E., et al. A review of airborne polycylic aromatic hydrocarbons (PAHs) and their
human health effects. Environmental International. 2013; 60:71-80.
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exposicién a los mismos puede provocar desde problemas respiratorios leves a
alergias o incluso mortalidad prematura. El ozono no se emite directamente, sino
que se transforma a partir de la reaccién de VOCs y NOx en presencia de luz solar.'*
El material particulado consiste en una mezcla compleja de particulas sélidas y
liquidas de sustancias organicas e inorgdnicas suspendidas en el aire. Pueden
emitirse directamente a la atmdsfera o formarse en ella a partir de gases como el
didxido de azufre (SO,), los NOx, el amoniaco y los VOCs principalmente.”® Los
contaminantes orgdnicos persistentes (POPs de sus siglas en inglés) tienen una
elevada permanencia en el medio ambiente por ser resistentes a la degradacién, y
generalmente suelen ser compuestos organoclorados. Por otro lado, la peligrosidad
de los metales pesados reside en que no pueden ser degradados y tienden a
bioacumularse, provocando efectos toxicos de diverso cardcter. Las principales
fuentes emisoras son el transporte, industrias cementeras, instalaciones de
combustidon, etc.’® Los compuestos orgdnicos halogenados generalmente
provienen de industrias como la del papel, donde se emplean compuestos clorados
para el blanqueo de las fibras de celulosa; en la produccidn de policloruro de vinilo
(PVC), donde se emplea 1,2-dicloroetano como precursor principal; también se
generan en desinfecciones de agua utilizando cloro, etc.'

1.1. Efectos de la contaminacion atmosférica sobre la salud humana

El desarrollo industrial y la globalizaciéon han generado numerosos beneficios y
mejoras en la calidad de vida. Sin embargo, como resultado de ello se ha producido
un aumento de la contaminaciéon atmosférica lo que ha desembocado en Ia
aparicidon de nuevos riesgos para la salud y el medio ambiente.'® El cuerpo humano
puede exponerse a los contaminantes a través de tres rutas: la inhalacién que es la
via mas directa y rdpida de exposicidén a sustancias tdxicas, la ingestiéon que suele

4 Consejeria de Agricultura, Ganaderia, Pesca y Desarrollo Sostenible, Junta de Andalucia.
http://www.juntadeandalucia.es/medioambiente/site/portalweb/menuitem.7elcf46ddf59bb227a9ebe205510e
1ca/?vgnextoid=88b782cb6b666110VgnVCM1000000624e50aRCRD&vgnextchannel=36e08c43b07d4310VgnVC
M1000001325e50aRCRD Acceso febrero de 2021.

15 Organizacion Mundial de la Salud https://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/ambient-(outdoor)-
air-quality-and-health Acceso febrero de 2021.

Ministerio para la Transicion Ecolégica y el Reto Demografico, Gobierno de Espafia.
https://www.miteco.gob.es/es/calidad-y-evaluacion-ambiental/temas/atmosfera-y-calidad-del-
aire/emisiones/prob-amb/metales_pesados.aspx Acceso febrero 2021.

7 Ministerio para la Transicion Ecoldgica y el Reto Demografico. http://www.prtr-es.es/Compuestos-Organicos-
Halogenados-AOX,15627,11,2007.html Acceso febrero 2021.

18 argas Marcos, F. La contaminacién ambiental como factor determinante de la salud. Revista Espafiola de Salud
Publica. 2005; 79(2):117-127.
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ocurrir de forma accidental o inadvertida, y la exposicién dérmica, siendo ésta
Ultima la via mas comun de exposicidn a sustancias tdxicas.

Contaminantes como el ozono, los NOx, SOx, PMio y PM; s estan relacionados con
la aparicion de numerosas enfermedades como cdancer, problemas
cardiorrespiratorios, asma, alergias, etc.?® Ademds, la continua exposicién a
elevados niveles de polucién puede tener efectos adversos sobre la piel, entre ellos
el envejecimiento prematuro, aparicién de manchas, dermatitis atdpica, eccemas,
inflamacién, incremento de alergias, etc., e incluso problemas mas graves como el
cancer de piel.”! Segin datos de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS),
aproximadamente el 90 % de las personas de todo el mundo respiran aire
contaminado, y siete millones de personas mueren cada afio de forma prematura

por la contaminacién ambiental.??

La especie mas comun de los éxidos de azufre en la atmdsfera es el SO,. Este
compuesto puede provocar efectos negativos sobre la salud, como inflamacion e
irritacion del sistema respiratorio, aumento de la posibilidad de contraer
infecciones en el sistema respiratorio, tos, agravamiento del asma y la bronquitis
crénica, ademas de causar irritacion ocular.?’ Estudios realizados por la OMS,
indican que un porcentaje de las personas con asma sufren cambios en la funcion
pulmonar y sintomas respiratorios tras periodos de exposicion al SO, de tan solo 10
minutos, por lo que recomienda evitar la exposicion a concentraciones de este
compuesto superiores a los 500 pg m= durante periodos promedio superiores a 10

minutos.?

En zonas urbanas, generalmente mds de 75 % del NO; en el aire proviene del trafico.
Teniendo en cuenta que los habitantes de ciudades viven muy préximos a éste,
aunque en cantidad estas emisiones sean inferiores a las de otras fuentes, la

» Agency for Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR), 2019
https://www.atsdr.cdc.gov/es/training/toxicology_curriculum/modules/2/es_lecturenotes.html Acceso enero
2021.

20 Ministerio para la Transicion Ecolégica y el Reto Demografico, Gobierno de Espafia
https://www.miteco.gob.es/es/calidad-y-evaluacion-ambiental/temas/atmosfera-y-calidad-del-aire/calidad-del-
aire/salud/ Acceso febrero de 2021.

21 Kim, K. E., Cho, D., Park, H. J. Air pollution and skin diseases: Adverse effects of airborne particulate matter on
various skin diseases. Life Sciences. 2016; 152:126-134.

22 Organizacién Mundial de la Salud, 2018 https://www.who.int/es/news/item/02-05-2018-9-out-of-10-people-
worldwide-breathe-polluted-air-but-more-countries-are-taking-
action#:~:text=La%200MS%20estima%20que%20cerca, %2C%20cardiopat%C3%ADas%2C%20c%C3%A1ncer%20d
€%20pulm%C3%B3n%2C Acceso enero de 2021.

2 QOrganizacion Mundial de la Salud https://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/ambient-(outdoor)-
air-quality-and-health Acceso febrero de 2021.
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importancia sobre sus efectos en la salud humana en ciudades es muy superior.?

La exposicidn de corta duracién a NO; a concentraciones superiores a 200 mg m?3
resulta toxica, provocando una importante inflamacion de las vias respiratorias.
Algunos estudios han demostrado que los sintomas de bronquitis en nifos
asmaticos aumentan con la exposiciéon prolongada al NO,, ademas, en ciudades
europeas y norteamericanas, la exposicién a este compuesto se asocia a la
disminucién del desarrollo de la funcién pulmonar.?

Respecto a los posibles efectos del CO, dependiendo de los niveles de
concentracién de éste, puede causar dolor de cabeza, nduseas, vomitos, mareo,
dafios permanentes en el corazén y el cerebro, etc.?®

Los VOCs suponen un riesgo para la salud ya que, debido a su cardcter volatil, estos
compuestos se evaporan rdpidamente a la atmdsfera, pudiendo introducirse en el
interior del organismo mediante absorcidn dérmica o por inhalacién alcanzando el
torrente sanguineo. Al tratarse de compuestos liposolubles, una vez pasan a la
sangre, tienden a acumularse en los tejidos grasos distribuyéndose por los distintos
6rganos, lo que puede suponer un riesgo considerable para la salud. Ademas,
algunos estudios han demostrado que la exposicidn crénica a los VOCs, puede
provocar lesiones neuroldgicas, asi como efectos psiquiatricos, como irritabilidad,
dificultades de concentracién, etc.?” 2

La exposicion a altos niveles de PAHs puede provocar sintomas a corto plazo como
irritacidn ocular, nduseas, etc., ademas también se sabe que las mezclas de PAHs
causan irritaciéon e inflamacién de la piel. Sin embargo, la exposicién prolongada a
estos compuestos puede provocar problemas de salud como cancer de piel,

24 Ministerio para la Transicion Ecolégica y el Reto Demogrifico, Gobierno de Espafia
https://www.miteco.gob.es/es/calidad-y-evaluacion-ambiental/temas/atmosfera-y-calidad-del-aire/calidad-del-
aire/salud/ Acceso febrero de 2021.

25 QOrganizacion Mundial de la Salud https://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/ambient-(outdoor)-
air-quality-and-health Acceso febrero de 2021.

26 Agencia para Sustancias Toxicas y el Registro de Enfermedades. Resumen de Salud Publica. Mondxido de
Carbono. 2012

27 Reinhartz, A. Cognitive Impairment and Olfactory Panic From Occupational Exposure to VOCs. Amerian Journal
of Industrial Medicine. 2006; 49:862-864.

22 Gong, Y., Wei, Y., Cheng, J., et al. Health risk assessment and personal exposure to Volatile Organic Compounds
(VOCs) in metro carriages-A case study in Shanghai China. Science of The Total Environment. 2017; 574:1432-
1438.
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pulmodn, vejiga y gastrointestinal. Ademas, diferentes estudios en animales han

demostrado que podrian provocar problemas reproductivos e inmunoldgicos.? 30

El exceso de Os en el aire puede provocar efectos adversos sobre la salud, como
problemas respiratorios, asma, reducir la funcién pulmonar vy originar
enfermedades pulmonares. Por ello, el limite maximo recomendado en las
Directrices de la OMS sobre la Calidad del Aire es de 100 pg m3.3!

La presencia de material particulado en la atmdsfera se encuentra estrechamente
relacionada con el aumento de la mortalidad o morbilidad diaria y a largo plazo. Si
bien las particulas con un diametro de 10 um o menos (< PM1o) poseen la capacidad
de penetrar hasta el interior de los pulmones, existen otras particulas aun mas
dafiinas para la salud, con un didmetro de 2.5 um o menos (< PM,s). Estas Gltimas
son capaces de atravesar la barrera pulmonar y alcanzar el torrente sanguineo,
aumentando el riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares y
respiratorias, asi como cancer de pulmadn. Por ello, la OMS recomienda no superar
exposiciones de 10 pg m de media anual para el caso de PM;s, y 20 ug m3 para el
caso de PMyo.3!

Varios estudios han demostrado que los metales pesados y los contaminantes
organicos persistentes afectan al funcionamiento de los seres vivos y a su
reproduccion.®? Los haldgenos y sus compuestos pueden provocar efectos nocivos
sobre la salud humana como cansancio, dafios en el sistema nervioso, el higado, los

rifiones y los pulmones.33 34

2 QOlsson, A. C., Fevotte, J., Fletcher, T., et al. Occupational exposure to polycyclic aromatic hydrocarbons and lung
cancer risk: a multicenter study in Europe. Occupational & Environmental Medicine. 2009; 67(2):98-103.

30 Kim, K. H., Jahan, S. A., Kabir, E., et al. A review of airborne polycylic aromatic hydrocarbons (PAHs) and their
human health effects. Environmental International. 2013; 60:71-80.

31 Organizacion Mundial de la Salud https://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/ambient-(outdoor)-
air-quality-and-health Acceso febrero de 2021.

32 Ministerio para la Transicion Ecolégica y el Reto Demogrifico, Gobierno de Espafia
https://www.miteco.gob.es/es/calidad-y-evaluacion-ambiental/temas/atmosfera-y-calidad-del-
aire/emisiones/prob-amb/ Acceso febrero de 2021.

3 Hughes, K., Meek, M. E., Caldwell, I. 1,2-dichloroethane: Evaluation of risks to health from environmental
exposure in Canada. Critical Reviews in Microbiology. 2012; 38(2):95-110.

34 Chou, S. Toxicological Profile for Chloroform. Agency for Toxic Substances and Disease Registry. 1993.
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1.2. Contaminantes perjudiciales del aire

Se consideran contaminantes dafiinos o perjudiciales del aire (HAPs de sus siglas en
inglés) aquellos que causan un efecto adverso sobre la salud y el medioambiente.
Actualmente, los gobiernos y las agencias internacionales estan cada vez mas
preocupados por la contaminacién ambiental.3® En la Unidn Europea (UE) se adoptd
un reglamento (REACH) para afrontar la problemdtica de la contaminacion
atmosférica, con el fin de mejorar la proteccién de la salud humana y el medio
ambiente frente a los riesgos derivados de sustancias quimicas, y potenciar también
la competitividad de la industria quimica en la UE. Las empresas deben identificar
y gestionar los riesgos asociados a las sustancias empleadas, y demostrar a la
Agencia Europea de Quimicos (ECHA) cdmo se pueden utilizar dichas sustancias de
forma segura. 3 Ademads, en la UE se han fijado limites para algunos de estos
compuestos que se encuentran dispersados en la atmdsfera y pueden causar
efectos nocivos. Esto queda reflejado en leyes como la Directiva de 2008 relativa a
la calidad del aire ambiente y a una atmdsfera mas limpia en Europa (2008/50/CE),
y la Directiva marco de 1996 sobre evaluacién y gestion de la calidad del aire
ambiente (96/62/EC).3" 3

Los contaminantes atmosféricos se pueden clasificar principalmente en dos tipos:
i) contaminantes atmosféricos de criterio, entre los que se incluyen ozono, CO,
material particulado, plomo y SOx y NOx; y ii) HAPs, relacionados con las emisiones
de fuentes especificas.®

Para los contaminantes de criterio se ha establecido un limite maximo permisible
de concentracién en el aire, con el fin de proteger la salud humana y asegurar el
bienestar de la poblacion.® Para algunos de estos contaminantes, como el ozono,

35 European Environment Agency, 2017 https://www.eea.europa.eu/themes/air/intro Acceso noviembre 2020.

36 European Chemical Agency https://echa.europa.eu/es/regulations/reach/understanding-reach Acceso febrero
2021.

37 Agencia Europea de Medio Ambiente. La legislacion europea en relacion con el aire. 2016.

38 Comision Econdmica de las Naciones Unidas para Europa https://unece.org/environment-policy/air Acceso
febrero 2021.

39 Vandenberg, J. J. Chapter 8: Hazardous air pollutants: Approaches and challenges in identifying assessment
priorities. En: Straif, K., Cohen, A., et Samet, J. Air Pollution and Cancer. IARC Scientific Publication No. 161; 2013.
p. 95-99.

4 Gobierno de  México. https://www.gob.mx/cofepris/acciones-y-programas/2-clasificacion-de-los-
contaminantes-del-aire-ambiente Acceso febrero 2021.
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el material particulado y el plomo se ha demostrado que poseen la capacidad de
aumentar el riesgo de padecer cancer.* 424

Los HAPs son compuestos en estado gaseoso o adsorbidos a particulas presentes
en el aire a concentraciones bajas, pero caracterizados por ser altamente nocivos
para la salud humana y cuyos efectos, agudos o crénicos, pueden presentarse a
corto o largo plazo respectivamente.* La Agencia de Proteccién Medioambiental
de los Estados Unidos (US EPA) ha creado una lista con mas de 150 contaminantes,
gue incluye sustancias que causan cancer y generan efectos adversos neurolégicos,
respiratorios y reproductivos.*” Dentro de estos compuestos podemos encontrar el
benceno, tricloroetileno, mercurio, cromo, dioxinas, etc. En algunos casos, se han
realizados estudios en trabajadores expuestos a elevados niveles de concentracion
de HAPs, para evaluar sus efectos sobre la salud. Por ejemplo, se ha determinado

4 49 niquel® vy el

que, compuestos como el benceno,*® 1,3-butadieno,*” cromo,
cloruro de vinilo®® poseen un elevado potencial carcindgeno. También, la
exposiciéon al diisocianato de tolueno y al manganeso se ha asociado a efectos
negativos sobre los pulmones y efectos neuroldgicos adversos respectivamente.>®
53 Sin embargo, para la mayoria de HAPs existen muy pocos o ningun estudio con
humanos, de manera que la informacidn sobre sus efectos sobre la salud proviene

de estudios llevados a cabo con animales. Por ejemplo, algunos HAPs como los

41 Bell, M. L., McDermott, A., Zeger, S.L., et al. Ozone and short-term mortality in 95 US urban communities. JAMA.
2004; 292(1):2372-2378.

42 Pope, C. A., Burnett, R. T., Thun, M. J,, et al. Lung Cancer, Cardiopulmonary Mortality, and Long-term Exposure
to Fine Particulate Air Pollution. JAMA. 2002; 287(9):1132-1141.

4 National Toxicology Program. U. S. Department of Health and Human Services; 2004
https://ntp.niehs.nih.gov/ntp/roc/content/profiles/lead.pdf Acceso enero 2021.

4 Ballester Diez, F., Tenias, J. M., Pérez-Hoyos, S. Efectos de la contaminacion atmosférica sobre la salud: Una
introduccidn. Revista Espafiola de Salud Publica. 1999; 73:109-121.

4 U. S. Environmental Protection Agency, 2020. https://www.epa.gov/haps/initial-list-hazardous-air-pollutants-
modificationst#tmods Acceso febrero 2021.

4 Wilbur, S., Keith, S., Faroon, O., et al. Toxicological Profile for Benzene. Agency for Toxic Substances and Disease
Registry. 2005.

47 Ashizawa, A., Roney, N., Tucker, P. G., et al. Toxicological Profile for 1,2-butadiene. Agency for Toxic Substances
and Disease Registry. 2009.

48 Wilbur, S., Abadin, H., Fay, M., et al. Toxicological Profile for Chromium. Agency for Toxic Substances and Disease
Registry. 2008.

4 International Agency for Research on Cancer (IARC). Chromium and Chromium Compunds. Summaries &
Evaluation. 1990; 49:49.

%0 Fay, M., Wilbur, S., Abadin, H., et al. Toxicological Profile for Nickel. Agency for Toxic Substances and Disease
Registry. 2004.

51 Instituto Nacional de Seguridad y Salud en el Trabajo. Enciclopedia de salud y seguridad en el trabajo. 1998.

52 Williams, M., Todd, G. D., Taylor, J., et al. Toxicological Profile for toluene diisocyanate and methylenediphenyl
diisocyanate. Agency for Toxic Substances and Disease Registry. 2015.

53 Williams, M., Todd, G. D., Roney, N., et al. Toxicological Profile for Manganese. Agency for Toxic Substances and
Disease Registry. 2008.
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PAHs,>* el acetaldehido, *® el tetracloruro de carbono®®y el 1,2-dicloroetano,” >8

se
consideran carcinégenos para los humanos, basandose en los resultados obtenidos
en estudios a largo plazo realizados con animales de experimentacién. Aunque una
gran parte de los HAPs poseen un elevado potencial carcindgeno, también hay
compuestos para los que no hay evidencia de que posean dicho efecto sobre la
salud humana, bien porque no se han realizado estudios relevantes o porque se
han realizado estudios que no indican potencial carcinogénico. Por ejemplo, la
acroleina provoca efectos nocivos para la salud distintos al cdncer, como problemas

respiratorios, irritacion de los ojos, nariz y garganta, etc.>

Los HAPs provienen principalmente de fuentes especificas como industrias,
emisiones de vehiculos y usos domésticos. Una de las principales fuentes de
emisién “doméstica” es la relativa al humo del tabaco y las transformaciones que
ocurren durante su combustién. Parte de este interés estd en la composicién del
humo del tabaco, ya que durante su combustién se originan mas de 4000 productos
toxicos diferentes, algunos de ellos capaces de provocar enfermedades como el
cancer de pulmén.’® Entre ellos destacan los alquitranes, el CO, compuestos
irritantes como fenoles, amoniaco, etc., y la nicotina.®* Los alquitranes contienen
PAHs, aminas aromaticas, BTEX (benceno, tolueno, etilbenceno y xilenos), etc. en
su composicion, y son responsables de distintos tipos de cancer.®? El CO favorece el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares.®® Los compuestos irritantes tienen la
capacidad de provocar enfermedades respiratorias.®* Un compuesto procedente

54 Watson, A. Y., Bates, R. R., et Kennedy, D. Air Pollution, the Automobile, and Public Health, National Academy
Press, 1988.

55 U. S. Environmental Protection Agency; 2017
https://cfpub.epa.gov/ncea/iris2/chemicalLanding.cfm?substance_nmbr=290 Acceso febrero 2021.

6 Faroon, 0., Taylor, J., Roney, N., et al. Toxicological Profile for Carbon Tetrachloride. Agency for Toxic Substances
and Disease Registry. 2003.

57 Agencia para Sustancias Toxicas y el Registro de Enfermedades (ATRDS), 2016
https://www.atsdr.cdc.gov/es/toxfags/es_tfacts38.html#bookmark4 Acceso enero 2021.

8 Hughes, K., Meek, M. E., Caldwell, I. 1,2-Dichloroethane: Evaluation of risks to health from environmental
exposure in Canada. Critical Reviews in Microbiology. 2012;38(2):95-110.

%9 Roney, N., Taylor, J., Ashizawa, A., et al. Toxicological profile for acrolein. Agency for Toxic Substances and
Disease Registry. 2005.

60 Organizacion Mundial de la Salud; 2012 https://www.who.int/features/qa/60/es/ Acceso febrero 2021.

61 Ministerio de Sanidad, Gobierno de Espafia
https://pnsd.sanidad.gob.es/ciudadanos/informacion/tabaco/home.htm Acceso febrero 2021.

62 Meyers, T.J., Chang, S. C., Chan, P. Y., et al. Case-control study of cumulative cigarette tar exposure and lung and
upper aerodigestive tract cancers. International Journal of Cancer. 2017; 140:2040-2050.

83 Lju, C., Yin, P., Chen, R., et al. Ambient carbdn monoxide and cardiovascular mortality: a nationwide time-series
analysis in 272 cities in China. The Lancet Planetary Health. 2018; 2(1):e12-e18.

64 Raza, W., Lee, J., Raza, N., et al. Removal of phenolic compounds from industrial waste wéter base don
membrane-based technologies. Journal of Industrial and Engineering Chemistry. 2019; 71:1-18.
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del humo del tabaco de especial importancia es la nicotina, debido a su elevada
capacidad adictiva. Esta puede entrar en el cuerpo tanto por inhalacién de humo,
como por ingestién o dérmicamente.®

Algunos de los compuestos del humo del tabaco, como los PAHs, fitoesteroles,
metales, nicotina y nitrosaminas los podemos encontrar en la fase particulada.
Otros como el CO, CO, 1,3-butadieno, amoniaco, acetona, formaldehido y
acetaldehido, benceno, etc. forman parte de la fase gaseosa. Mientras que ciertos
compuestos semivolatiles, como los fenoles y los cresoles estan repartidos entre la
fase de particulas y la gaseosa. %

Esta Tesis se centra en la evaluacidn de la efectividad de cosméticos antipolucién
frente a dos casos particulares de HAPs: uno mas general como son los VOCs, y otro
mads especifico como serian los compuestos presentes en el humo del tabaco.

5 Wittenberg, R. E., Wolfman, S. L., De Biasi, M., et al. Nicotinic acetylcholine receptors and nicotine addiction: A
brief introduction. Neuropharmacology. 2020; 177:1-8.

% Thielen, A., Klux, H., Miller, L. Tobacco smoke: Unraveling a controversial subject. Experimental and Toxicologic
Pathology. 2008; 60:141-156.

12



Capitulo 1: Introduccién y antecedentes

2. Camaras de simulacion atmosférica

Las camaras de simulacion atmosférica, son herramientas donde las condiciones
atmosféricas se pueden controlar y monitorear en tiempo real durante periodos
suficientemente largos como para imitar entornos de forma realista y estudiar
distintos procesos atmosféricos.’” Proporcionan un ambiente controlado pero
préximo a situaciones reales, que simula las condiciones atmosféricas, por lo que
permiten realizar ensayos reproducibles y obtener resultados en un margen de
tiempo corto. Ademas, la capacidad de definir mas claramente el tipo de alteracién
y controlar cada variable de forma independiente, facilita la interpretacion de estos
resultados.% Existen diversos tipos de ensayos realizados en cdmaras de simulacion
atmosférica. Se pueden clasificar segun el grado de aceleracion de las alteraciones
en: ensayos de imitacion, donde se intenta reproducir las condiciones atmosféricas,
evitando la aleatoriedad de las mismas; y ensayos acelerados, en los que se
intensifica alguna variable con objeto de acortar la duracién del ensayo. Por otro
lado, dependiendo de si la atmdsfera simulada se renueva de forma continua o no,
los ensayos se pueden clasificar en: ensayos estaticos, en los que se genera una
atmdsfera al principio de la experiencia y no se renueva durante todo el ensayo; y
ensayos dinamicos, en los que se establece un flujo permanente de gas a través de
la cdmara de exposicién.®®

Existen numerosos estudios en los que se emplean camaras de simulacion
atmosférica, que varian segun los objetivos de la investigacién para la cual esta
destinada.

Uno de los modelos mas simples para obtener cdmaras de simulacién fue la
empleada en el desarrollo de un monitor atmosférico, versatil, facil y rapido

(VERAM de sus siglas en inglés), de la Universitat de Valéncia (Espafia).”® ™ La

aplicacion principal de esta cdmara se centra en el desarrollo de una metodologia

67 Massabo, D., Danelli, S. G., Brotto, P., et al. ChAMBRe: a new atmospheric simulation Chamber for Aerosol
Modelling and Bio-aerosol Research. Atmospheric Measurement Techniques. 2018; 11:5885-5900.

58 Barnes, I., Rudzinski, K. J. Environmental Simulation Chambers: Application to Atmospheric Chemical Processes,
Springer; 2004.

% Vale, J., Martin, A. Ensayos de materiales en atmdsferas simuladas. |. Criterios para el disefio de sistemas de
simulacién. Materiales de Construccién. 1983; 33(189):57-75.

70 |y-Verdu, S., Esteve-Turrillas, F. A., Pastor, A. et al. A passive sampling-based analytical strategy for the
determination of volatile organic compounds in the air of working areas. Analitical Chimic Acta. 2010; 98:141-154.
71 Esteve-Turrillas, F. A., Ly-Verdd, S., Pastor, A. Development of a versatile, easy and rapid atmospheric monitor
for benzene, toluene, ethylbenzene and xylenes determination in air. Journal of Chromatography A. 2009;
1216:8549-8556.
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para el muestreo de contaminantes atmosféricos. Para ello, emplean camaras de
simulacién que consisten en envases de vidrio de 2.85 + 0.01 L. Para generar una
atmodsfera contaminada de VOCs, se afiade un volumen determinado de disolucidn
patrén de estos contaminantes en hexadecano sobre una pieza de papel de filtro
de 2 cm?y se coloca en el interior del envase de vidrio con un muestreador VERAM.
Considerando que la evaporacién es completa, la concentracidon de VOCs obtenida
en la atmdsfera generada en el interior del recipiente se calcula teniendo en cuenta
la concentracién y el volumen afadido de la disolucidon estandar, asi como el
volumen de la cdmara de simulacién.”> 7

THALAMOS es una cdmara de simulacion atmosférica, desarrollada en la
Universidad de Lille (Francia), que permite estudiar reacciones desarrolladas en su
interior.”® Cuenta con un volumen de 0.6 m3, regulada térmicamente siendo capaz
de operar en el intervalo de temperatura entre -40 y 100 °C. Consta principalmente
de 3 compartimentos: una jaula termostatica, una cdmara de teflén unida a un
marco de aluminio y multiples técnicas de deteccién complementarias en linea,
como la espectrometria de masas de tubo de flujo idnico selectivo (SIFTMS),
espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier (FTIR) y cromatografia de
gases-espectrometria de masas (GC-MS), las cuales permiten la monitorizacién en
linea de reactivos y productos. La camara de teflon estd equipada con 4
ventiladores que permiten la homogenizacion del aire de su interior. Ademas,
contiene una serie de puertos que permiten la introduccidon controlada de
compuestos mediante distintos métodos de inyeccion dependiendo del estado
(liquido o gaseoso) y la volatilidad de las especies introducidas. La jaula
termostatica estd equipada con un sistema de irradiacién de luz capaz de albergar
hasta 20 lamparas. Esto permite utilizar esta camara para estudiar cualquier
proceso inducido en la fase gaseosa, como la fotdlisis de compuestos interés.”

Con el fin de simular las reacciones fotoquimicas para la evaluacion y mejora de la
calidad del aire en Pekin, se ha desarrollado en la Universidad de Taiwan (China)
una camara de simulacién atmosférica de esmog, (TSC, Tsinghuan Smog Chamber).

72 Ly-Verduy, S., Esteve-Turrillas, F. A., Pastor, A. et al. A passive sampling-based analytical strategy for the
determination of volatile organic compounds in the air of working areas. Analitical Chimic Acta. 2010; 98:141-154.
73 Esteve-Turrillas, F. A., Ly-Verdd, S., Pastor, A. Development of a versatile, easy and rapid atmospheric monitor
for benzene, toluene, ethylbenzene and xylenes determination in air. Journal of Chromatography A. 2009;
1216:8549-8556.

74 Osseiran, N., Romanias, M. N., Gaudion, V., et al. Development and validation of a thermally regulated
atmospheric simulation chamber (THALAMOS): A versatile tool to simulate atmospheric processes. Journal of
Environmental Sciences. 2020; 95:141-154.
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La instalacion cuenta con un sistema de reaccién unido mediante conexiones de
teflén a un sistema de introduccién de reactivos, y a una serie de instrumentos,
entre ellos un cromatdgrafo de gases con detector de ionizacién en llama (GC-FID),
sensores de temperatura y humedad, analizadores de NOx, CO y O3, un medidor de
particulas y un radidmetro UV, que permiten el muestreo, la deteccion y el control
automatico de las condiciones experimentales. Se encuentra situada en una sala
con temperatura controlada en el rango de 10-60 °C. El reactor fotoquimico posee
un volumen de 2 m3, y estd formado por ldminas de teflén de 50 um de espesor,
rodeadas por un marco de aluminio (2 m x 1 m x 1 m). Las ldminas de teflén poseen
un alto grado de transparencia y son quimicamente inertes con respecto a la
exposicidn cercana a los rayos UV. La cdmara estd rodeada por cuarenta lamparas
de luz negras, que permiten simular la luz solar, y se situan a unos 35 cm de las
ldminas de teflén para evitar el calentamiento de las mismas. Estan divididas en 4
grupos controlados por separado, lo que permite ajustar la intensidad de la luz
desde el nivel 0 (sin luz) al nivel 4 (los 4 grupos activados). Para maximizar la
intensidad de la luz en la cdmara, el reactor se encuentra rodeado de laminas de
acero inoxidable. El sistema de gas incluye aire purificado, gases reactivos (NO, NO,
COy propileno) y gas estandar (NO, CO, propileno y tolueno) para calibracién, y se
encuentra conectado al reactor a través de conexiones de teflén, valvulas y
flujdmetros que permiten controlar el flujo de cada uno de los gases suministrados.
El sistema de aerosoles incluye un atomizador y un generador de aerosol de grafito
gue permiten producir aerosoles con un tamafio medio de particula entre 0.02 y
0.30 um, y suministrar particulas de carbono de tamafio nanométrico, para los
experimentos de esmog.”®

ChAMBRe (Chamber for Aerosol Modelling and Bio-aerosol Research) es una
instalacion disefiada especificamente para la investigacidn sobre bioaerosol
atmosférico, es decir, un aerosol formado por componentes vivos (bacterias, virus,
hongos, etc.) e inertes, capaz de provocar efectos adversos sobre la salud. Esta
cdmara de simulacién ha sido desarrollada en la Universidad de Génova (ltalia).”
Se emplea generalmente para la evaluacién de bacterias ya que tienen un impacto
considerable en la salud y el medio ambiente. La cdmara estd hecha de acero
inoxidable y tiene un volumen total de 2.2 m3, una altura de 29 m y 1 m de

5 Shan, W. U., Zifeng, L. U. Jiming, H. A. O., et al. Construction and Characterization of an Atmospheric Simulation
Smog Chamber. Advances in Atmospheric Sciences. 2017; 24(2):250-258.

76 Massabo, D., Danelli, S. G., Brotto, P., et al. ChAMBRe: a new atmospheric simulation Chamber for Aerosol
Modelling and Bio-aerosol Research. Atmospheric Measurement Techniques. 2018; 11:5885-5900.
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diametro. Se divide en tres partes: dos cilindros abovedados conectados por un
anillo central de 50 cm de altura. Esta estructura se mantiene en posicién vertical
mediante una estructura metalica. En su interior cuenta con un ventilador que
permite la mezcla de especies de gas y aerosol, y dos ldmparas UV, una de ellas para
esterilizar el volumen de la cdmara y la otra permite la generacidn de ozono. Posee
una serie de conexiones que permiten conectar la cdmara a instrumentos para la
introduccion de aerosoles, la monitorizacién de las condiciones de la cdmara
(concentracion de particulas, presion interna y externa, temperatura, humedad
relativa, etc.) y la ventilacidn de su interior. Entre estos instrumentos se encuentran
un medidor de particulas, analizadores de NOx y Os, sensores de temperatura y
humedad, etc. Esta camara se utiliza generalmente para operar a presion
atmosférica, aunque también se puede conectar a un sistema de bombeo que
puede evacuar el volumen interno a un nivel de vacio de aproximadamente 1072
mbar en unos 15 minutos.”’

CESAM (Chambre Expérimentale de Simulation Atmosphérique Multiphasique) ha
sido elaborada en la Universidad de Paris (Francia).”® Esta cdmara se ha disefiado
para la realizacion de estudios fotoquimicos en sistemas multifdsicos, que involucra
procesos tanto en fase gaseosa como condensada, como son la quimica de
aerosoles y nubes. Permite llevar a cabo experimentos a temperatura y presion
variables con radiacién solar artificial. Consiste en un recipiente de acero inoxidable
de 4.2 m3 que consta de cuatro partes principales unidas entre si. El cuerpo de la
camara estda montado sobre una estructura de cemento, con seis soportes
antivibratorios ajustables. Posee tres ldmparas de arco de xendn de alta presion, y
puede funcionar en un rango de presion de 107 a 2 atm. Contiene 8 puertos de 0.35
m de didmetro y 4 puertos de 0.45 m de didmetro en los que se instalan las lineas
de teflon de inyeccion y muestreo de gases y aerosoles, asi como algunos
instrumentos analiticos, ademas en la parte superior se encuentran los puertos de
irradiacidn. Esta cdmara cuenta con analizadores de NOx, O3, SOx e hidrocarburos,
GC-MS, cromatografia liquida (LC), FTIR, microscopia electrénica de barrido (SEM),
microscopia electrénica de transmision (TEM), sensores de humedad vy
temperatura, etc. El cuerpo del reactor posee una pared doble con 10 mm de

77 Massabo, D., Danelli, S. G., Brotto, P., et al. ChAMBRe: a new atmospheric simulation Chamber for Aerosol
Modelling and Bio-aerosol Research. Atmospheric Measurement Techniques. 2018; 11:5885-5900.

78 Wang, J., Doussin, J. F., Perrier, S., et al. Design of a new multi-phase experimental simulation chamber for
atmospheric photosmog, aerosol and cloud chemistry research. Atmospheric Measurement Techniques. 2011;
4:2465-2494.
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distancia entre ambas paredes formando un volumen de 90 L por el que circula un
fluido frio o caliente para controlar la temperatura del reactor. La pared interna
posee un grosor (12 mm) mayor que la cara externa (2 mm) ya que soporta mayores
cambios fisicos. La cara interna estd pulida para minimizar el drea de superficie
especifica y proporcionar un buen reflejo de la luz dentro de la cdmara mejorando
asi la homogeneidad de la radiaciéon.”

La Cdmara de Simulacidn Atmosférica Cambridge (CASC de sus siglas en inglés),
desarrollada en la Universidad de Cambridge (Inglaterra), se ha empleado para
estudiar la formacién de aerosoles y la reaccidn en particulas para la oxidacion del
limoneno.® Estd formada por un compartimento de teflén con un volumen de 5.4
m3 y rodeada por una estructura de aluminio. A cada lado contiene una serie de
puertos de acero inoxidable para la introduccion de aire y el muestreo. Esta camara
estd equipada con una serie de instrumentos situados en el exterior de la misma,
como analizadores de NOx y Os, la ionizacién por electropulverizacién extractiva
acoplada a espectrometria de masas (EESI-MS), reaccion de transferencia de
protones acoplada a espectrometria de masas (PTR-MS), etc. Para la introduccion
controlada de aire, posee una serie de filtros que permiten eliminar posibles
contaminaciones, asi como una serie de controladores de flujo. La temperatura del
laboratorio donde se encuentra ubicada la cdmara estd controlada mediante aire
acondicionado. Ademds, en su interior posee lamparas UV situadas debajo del
compartimento de teflén para experimentos donde también se evalue el efecto de
la radiacion. Antes de realizar un experimento, la cdmara se acondiciona mediante
la introduccidn de aire limpio durante al menos 24 h, y puede ir acompanado del
uso de [dmparas UV, ozono y vapor de agua para eliminar especies residuales de las
paredes de la cdmara. Generalmente, para la realizacién de experimentos se
introducen los reactivos (O3, NOx, VOCs) en el interior de la camara al inicio del
ensayo y se deja evolucionar durante un periodo de varias horas. Sin embargo, la
camara también puede operar en condiciones de dosis infinitas, donde a través de
los puertos de los que dispone la camara, se introduce un flujo constante de
reactivos controlado con flujdmetros.®

7% Wang, J., Doussin, J. F., Perrier, S., et al. Design of a new multi-phase experimental simulation chamber for
atmospheric photosmog, aerosol and cloud chemistry research. Atmospheric Measurement Techniques. 2011;
4:2465-2494.

80 Gallimore, P. J., Mahon, B. M., Wragg, F. P. H. et al. Multiphase composition changes and reactive oxygen species
formation during limonene oxidation in the new Cambridge Atmospheric Simulation Chamber (CASC). Atmospheric
Chemistry and Physics. 2017; 17(16):9853-9868.
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Con el fin de realizar ensayos in vivo con humanos para evaluar la exposicion
dérmica a contaminantes atmosféricos como el xileno, el Laboratorio de Salud y
Seguridad de Reino Unido, ha desarrollado una camara de simulaciéon, que consiste
en una sala de 8 m? a la que se le introduce vapor del compuesto evaluado. & El
interior de la cdmara se mantiene a una temperatura de 25 °C y una humedad del
30 % a lo largo del experimento. Ademads, la concentracién atmosférica se
encuentra continuamente monitorizada por un equipo de FTIR y otro de GC-FID.8!

En el Centro Nacional de Investigaciones Atmosféricas (NCAR), en Estados Unidos,
han desarrollado una cdmara de flujo continuo de estado estacionario para el
estudio de la quimica diurna y nocturna bajo niveles atmosféricos de NO
relevantes.®? Esta camara consta de una bolsa de teflén de 10 m? situada en un
recinto cubico con superficies reflectantes UV y 128 tubos de luz negra situados en
la pared. La cdmara estd equipada con una sonda para el control de la temperatura
y la humedad, y un transmisor indicador de presion. La temperatura se controla
mediante un sistema de aire acondicionado. La humedad relativa del aire de la
camara es inferior al 10 % en condiciones secas, y puede variar en el intervalo de
10-50 % haciendo pasar un flujo de aire limpio a través de un depdsito de agua con
temperatura controlada. La presidn interna de la cdmara se mantiene ligeramente
por encima de la presidn ambiental para evitar asi la entrada de aire del exterior,
minimizando asi el riesgo de contaminacidon. Antes de comenzar el ensayo, la
camara se limpia con una corriente de aire limpio y seco durante 12 h de manera
gue no queden contaminantes en su interior; y durante el resto del experimento,
ésta recibe un flujo constante de aire, el cual al generar turbulencias en el interior
de la cdmara permite mantener la homogeneidad de la misma. Para imitar la
fotoquimica diurna en modo de flujo continuo, se introdujo peréxido de hidrégeno
(H20;) a un flujo constante hacia el interior de la cdmara. Ademas, también se
introduce un flujo constante de NO mediante dilucién del flujo de NO concentrado
a la proporcion deseada empleando flujdmetros de masas. Para imitar la quimica
nocturna en modo de flujo continuo, se establece un estado estatico de NOs,
mediante la introduccion de un flujo constante de Os y NO en el interior de la

camara.®?

81 Loizou, G. D., Jones, K., Akrill, P. et al. Estimation of the Dermal Absorption of m-xylene Vapor in Humans Using
Breath Sampling and Physiologically Based Pharmacokinetic Analysis. Toxicological Sciences. 1998; 48:170-179.

82 Zhan, X., Ortega, J., Huang, Y., et al. A steady-state continuous flow chamber for the study of daytime and
nighttime chemistry under atmosphericalli relevant NO levels. Atmospheric Measurement Techniques. 2018;
11:2537-2551.
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La cdmara de simulacidn LASC (Lusanne Atmospheric Simulation Chamber) fue
desarrollada en la Universidad de Paris (Francia), con el objetivo de estudiar el
efecto que el SO, ejerce sobre distintos materiales.®3 Consta de tres partes
principalmente: un sistema de inyeccion de gas, una parte principal que contiene
las muestras, y una unidad de control. El sistema de inyeccidén de gas permite la
introduccion de aire seco filtrado sobre carbdn activo y humedecido sobre un bafio
de agua a temperatura controlada, posteriormente el aire se vuelve a filtrar y se
adiciona SO, y NO; de forma controlada empleando flujémetros de masas. La parte
principal cuenta con un volumen de 10.8 m3 que contiene 10 celdas de borosilicato
de 22 L cada una, que contienen las muestras de los materiales evaluados. Estas
celdas estdn equipadas con ventiladores de velocidad ajustable que permiten la
homogeneizacion atmosférica, asi como con un sistema de ajuste de temperatura
y humedad relativa. Los materiales de las celdas han sido elegidos por su inercia
guimica, y las partes metalicas han sido revestidas con teflon. Finalmente, la unidad
de control permite el monitoreo de las condiciones experimentales, como la
concentraciéon de agua y SO; en aire, mediante un instrumento de punto de rocio y
un analizador con deteccién de fluorescencia UV respectivamente. Sin embargo, la
concentraciéon de NO; se mide Unicamente a la entrada de cada celda.®

En el Centro de Estudios Ambientales del Mediterraneo (CEAM) de Paterna
(Espaiia), se encuentran las cdmaras EUPHORE (EUropean PHOto-Reactor) (Figura
1).8* Se trata de un centro de investigacién dedicado al estudio de procesos
atmosféricos, que cuenta con una importante infraestructura analitica. Su finalidad
es proporcionar una plataforma sobre la que poder abordar los problemas
medioambientales relacionados con la quimica de formacién de contaminantes en
la troposfera. La instalacion cuenta con dos simuladores atmosféricos, formado
cada uno de los cuales por una estructura semiesférica con un volumen de 200 m?3.
Dicha estructura esta formada por 32 segmentos individuales de teflén con un
espesor de 0.125 mm soldados entre si, dando lugar a una estructura de forma
semiesférica. Esta ldmina de teflon transmite mas del 80 % de la luz en el rango
ultravioleta visible del espectro solar, esto es, entre 260 y 640 nm que es el rango
en el que se producen las reacciones fotoquimicas en la atmdsfera. Ambas cdmaras

83 Ausset, P., Crovisier, J. L., del Monte, M., et al. Experimental study of limestone and sandstone sulphation in
polluted realistic conditions: the Lausanne atmospheric simulation chamber (LASC). Atmospheric Envrionment.
1996; 30(18):3197-3207.

8 Becker, K.H. The European Photoreactor EUPHORE. Design and Technical Development of the European
Photoreactor and First Experimental Results. Inst. Physical Chemistry. 1996.
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se encuentran protegidas frente a situaciones meteoroldgicas adversas, mediante
una cupula de proteccién. El suelo de las cdmaras cuenta con un sistema de
refrigeracion para garantizar una temperatura adecuada, tanto del aire contenido
en ellas como de los equipos de medida. Dos salas de maquinas complementan los
simuladores, equipadas cada una de ellas con un compresor y sistemas de filtrado
para la purificacion del aire que llena los simuladores. Para la deteccion de los
distintos compuestos de interés, las cdmaras estan equipadas con una serie de
técnicas analiticas que incluyen tanto LC como GC, FTIR, espectroscopia UV,
analizadores de HNO, y formaldeido, etc. Toda esta tecnologia permite el analisis
de un gran numero de especies, por ejemplo, VOCs, semi-VOCs, compuestos
orgénicos en particulas, etc.®

Figura 1. Fotografias de los simuladores atmosféricos EUPHORE instalados en el CEAM.5>

85 Becker, K.H. The European Photoreactor EUPHORE. Design and Technical Development of the European
Photoreactor and First Experimental Results. Inst. Physical Chemistry. 1996.
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La camara de simulacién SAPHIR (Simulation of Atmospheric PHotrochemistry In a
large Reaction Chamber) fue desarrollada en el campus de Forschungszentrum
Julich (Alemania), con el objetivo de evaluar procesos fotoquimicos atmosféricos.%
Esta cdmara esta formada por una bolsa de teflén doble con forma cilindrica sujeta
a un marco de acero, con un volumen de 270 m3, una longitud de 20 m y didmetro
de 5 m. Una pequefia sobrepresion (80 Pa) evita que el aire entre en el interior de
la cdmara. Para mantener esta sobrepresidn es necesario introducir un flujo de aire
de alta pureza que mantiene limpias las laminas de teflén. Esto provoca una
dilucion de todos los gases traza en aproximadamente 3 a 5 % por hora. El aire
sintético se prepara mediante evaporacién de N, y O,, y se introduce empleando
una serie de sistemas que permiten el control del flujo. La humedad se introduce
en la cdmara calentando agua ultrapura y mezclando el vapor con un gran flujo de
aire sintético (300 m® h!) hasta alcanzar el nivel de humedad deseado en el interior.
El teflén que conforma dicha cdmara permite el paso del 80 % de la radiacidn solar.
Una serie de persianas permiten que pase o no la radiaciéon solar durante el dia en
60 s, por lo que en experimentos de fotooxidacidn se suelen emplear estas
persianas al inicio del ensayo para dar sombra a la cdmara, y posteriormente son
retiradas de manera que la luz solar natural se emplea para irradiar la atmédsfera
simulada en el interior de la cdmara. También se puede utilizar un sistema de filtros
gue permite cambiar el espectro de luz solar durante la exposicidn. Esta cdmara se
encuentra equipada con un conjunto de instrumentos, entre ellos un fotémetro de
absorcion de recorrido largo (LOPAP de sus siglas en inglés) para el analisis de HNO,,
un analizador de quimioluminiscencia para el andlisis de NO y NO; un
espectrometro de absorcién UV para el analisis de Os, un higrémetro de punto de
escarcha y un anemoémetro ultrasénico para el control de la humedad y la

temperatura respectivamente -8

En la Tabla 1 aparece un resumen de las camaras de simulacidn atmosférica
descritas, asi como la instrumentacién analitica de la que disponen, y su principal
aplicacién. Estas se encuentran ordenadas de mayor a menor volumen interno.

8 Rohrer, F., Bohn, B., Brauers, T., et al. Characterisation of the photolytic HONO-source in the atmosphere
simulation chamber SAPHIR. Atmospheric Chemistry and Physics Dicussions. 2004; 4:7881-7915.

87 Brauers, T. Bohn, B., Johnen, F. J., et al. The atmosphere simulation chamber SAPHIR: a tool for the investigation
of photochemistry. EGS-AGU-EUG Joint Assembly, Nice, France, 2003.

88 Fuchs, H., Novelli, A., Rolletter, M., et al. Comparison of OH reactivity measurements in the atmospheric
simulation chamber SAPHIR. 2017; 10(10):4023-4053.
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Tabla 1. Volumen interno, instrumentacion analitica y aplicaciones de las distintas camaras de

simulacion.

Camara

VERAM
THALAMOS

TSC

ChAMBRe

CESAM

CASC

Dr. Loizou

Camara de
NCAR

LASC

EUPHORE

SAPHIR

22

Volumen
interno (m3)

0.00285
0.6

2.2

4.2

5.4

10

10.8

200

270

Instrumentacion
analitica

GC-MS

FTIR, SIFT-MS, GC-MS, analizadores
GC-FID, termdémetro, higrémetro,
analizador de NOx, analizador de
CO, analizador de O3, medidor de
particulas, radiometro UV
Termodmetro, higrometro,
analizador de NOx, analizador de
03, medidor de particulas
GC-MS, HPLC, FTIR, SEM, TEM,
termémetro, higrometro,
analizador de NOx, analizador de
03, analizador de SOs, analizador
de hidrocarburos

Analizador de NOx, analizador de
03, EESI-MS, PTR-MS

IR, GC-FID

Termometro, higrometro,
transmisor de presién
Instrumento de punto de rocio,
spectroscopia UV

LC, GC, FTIR, espectroscopia UV,
analizador de HNO; analizador de
formaldehido

LOPAP, analizador de
quimioluminiscencia,
espectroscopia UV, higrémetro de
punto de escarcha, anemdémetro
ultrasénico

Aplicaciones

Desarrollo de muestreadores
atmosféricos
Estudio de reacciones

Estudio de reacciones
fotoquimicas

Estudio sobre bioaerosoles
atmosféricos

Estudios fotoquimicos y
multifasicos

Estudio de aerosoles y
reacciones en particulas
Estudios de absorcién dérmica
in vivo

Estudio de la quimica
atmosférica diurna y nocturna
Estudio del efecto del SO,
sobre distintos materiales

Investigacidn sobre procesos
atmosféricos

Estudios de procesos
fotoquimicos
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3. Evaluacion de la exposicion dérmica a contaminantes
atmosféricos

Los efectos debidos a la exposicidon dérmica a contaminantes quimicos pueden ser
locales, provocando alteraciones en la piel, como dermatitis, irritacidn, etc., o
sistémicos, originando trastornos o dafnos en drganos o sistemas especificos una
vez absorbidos y distribuidos por el organismo.® Debido a estos efectos adversos
es necesario evaluar la exposiciéon dérmica a contaminantes atmosféricos.

Los contaminantes atmosféricos que se introducen en el organismo mediante
absorcién dérmica deben de atravesar las distintas capas que conforman la piel
hasta alcanzar los capilares sanguineos.®® Por ello, para comprender la ruta que
sigue el compuesto hasta alcanzar el torrente sanguineo, es necesario conocer la
naturaleza y estructura de dichas capas.

3.1. Lapiel

La piel es el 6rgano mas grande del cuerpo, con una superficie aproximada de 1.7
m?, y pesa alrededor del 15 % del peso corporal total. Cubre toda la superficie
externa del cuerpo y sirve como barrera inicial contra los patégenos, la luz
ultravioleta, los productos quimicos y las lesiones fisicas. Ademas, regula la
temperatura y la cantidad de agua que se libera al medio ambiente. Sus
caracteristicas varian segun las partes del cuerpo, dependiendo de la funcién y las
necesidades de la zona.**

Se encuentra dividida en tres capas, epidermis, dermis e hipodermis (Figura 2), las
cuales se diferencian entre si por su estructura y funcién.

8 |nstituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo. Exposicion dérmica laboral. Ministerio de Trabajo y
Asuntos Sociales, Gobierno de Espafia. 2004.

0 |nstituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo. NTP 697: Exposicidén a contaminantes quimicos por via
dérmica. Ministerio de Trabajo y Asuntos Sociales, Gobierno de Espafia. 200

91 Zaidi, Z., Lanigan, S. W. Dermatology in Clinical Practice, Springer; 2010.
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Glandula sudoripara ——

// Pelo

Gléndula sebacea

} Epidermis

Vasos capilares =—— —~~——— ~ Dermis

J\

Grasa ~ Hipodermis
x

Figura 2. Anatomia de la piel humana.

La epidermis es la capa mds externa de la piel, también es la capa mas fina con un

espesor que varia en el intervalo entre 0.1 y 5 mm. Las capas de la epidermis

incluyen estrato basal, estrato espinoso, estrato granuloso, estrato compacto y

estrato cérneo (Figura 3).22

-El estrato basal es la capa mas profunda, separada de la dermis por la
membrana basal. Esta capa contiene células que producen constantemente
gueratinocitos, los cuales producen queratina. Ademas, también contiene
melanocitos, que son células que producen melanina, que es la responsable
del pigmento de la piel y la protege contra la radiacion UV.

-El estrato espinoso contiene células espinosas con procesos
citoplasmaticos, que se extienden hacia afuera y entran en contacto con las
células vecinas mediante desmosomas.

-El estrato granuloso contiene células con granulos de queratohialina y
cuerpos lamelares. Los granulos de queratohialina contienen precursores
de la queratina, la cual aporta firmeza y elasticidad a la piel. Los cuerpos
lamelares contienen glicolipidos que se secretan a la superficie de las
células y funcionan como pegamento, manteniéndolas unidas.

9 Yousef, H., Alhajj, M. et Sharma, S. Anatomy, Skin (Integuent), Epidermis. In: StatPearls Publishing, Treasure
Island (FL), 2019.
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-El estrato compacto estd presente en la piel mds gruesa, como la de las
palmas de las manos y las plantas de los pies. Es una capa delgada y
transparente que consiste en eleidina, que es un producto de
transformacién de la queratohialina.

-El estrato cdrneo es la capa superior de la piel, formada por queratina y
gueratinocitos muertos. Esta capa es la que mas varia de grosor. Dentro de
esta capa, los queratinocitos muertos secretan defensinas que son parte de
nuestra primera defensa inmunoldgica.

-El estrato disyunto es la capa mds externa de la piel y esta formado por los
gueratinocitos en un proceso continuo de descamacién, siendo sustituidos
por otros nuevos procedentes del tejido epidérmico subyacente.®

Corneocito en proceso

de descamaciéon T

Corneodesmosoma \ Estrato disyunto
Bicapa lipidica \

Estrato corneo
Lipido unido
covalentemente Estrato compacto
Granulo de
queratohialina \ — Estrato granuloso

Cuerpo lamelar ———

/ — Estrato espinoso
Desmosoma

} Estrato basal

Figura 3. Caracteristicas de las diferentes capas que componen la epidermis.

La dermis es la capa intermedia de la piel. Esta formada principalmente por fibras
de colageno y otras proteinas. Se trata de la capa mas activa, ya que en ella se alojan

9 NCBI. AnatOmy, Skin (Integuent), Epidermis. 2020. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK470464/ Acceso
marzo 2021.
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los capilares sanguineos y linfaticos, las terminaciones nerviosas y también los
llamados anexos cutaneos, los cuales juegan un importante papel en las funciones
de la piel. Los anexos son, principalmente:%*

-Las glandulas sebdceas que segregan la grasa que confiere flexibilidad y
resistencia al tejido.

-Las glandulas sudoriparas se encuentran en un estrato mds profundo que
los anteriores. Mediante un conducto, que desemboca en el estrato
corneo, se elimina el sudor que contiene sustancias residuales presentes en
la sangre.

-Los pelos en su forma terminal y en forma de vello cubre con mas o menos
abundancia, la mayor parte de la piel. Contienen una parte activa (bulbo
piloso) y una parte inerte (foliculo piloso).

La hipodermis es la capa mas profunda de la piel. Estd compuesta por adipocitos
junto con algunos apéndices de la piel como foliculos pilosos, las neuronas
sensoriales y los vasos sanguineos.

3.2. Impacto de la contaminaciéon ambiental sobre la piel

La funcion principal de la piel es la de actuar como escudo protector frente a
particulas nocivas externas. Sin embargo, no siempre puede cumplir este objetivo,
de manera que una exposicion repetitiva y prolongada a altos niveles de
contaminacion puede provocar efectos negativos en la piel, entre ellos
envejecimiento prematuro, sequedad de la misma, aparicién de manchas, etc.%> %

El envejecimiento cutdneo es un proceso bioldgico complejo que consta de dos
elementos: envejecimiento intrinseco que esta determinado principalmente por la
genética, y envejecimiento extrinseco que es causado en gran parte por factores

9 Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo. NTP 697: Exposicidén a contaminantes quimicos por via
dérmica. Ministerio de Trabajo y Asuntos Sociales, Gobierno de Espafia. 2018

% Vierkoter, A., Schilkowski, T. Ranft, U., et al. Airborne Particle Exposure and Extrinsic Skin Aging. Journal of
Investigative Dermatology. 2010; 130(12):2719-2726.

% Li, M., Vierkéter, A., Schikowski, T., et al. Epidemiological evidence that indoor air pollution from cooking with
solid fuels accelerates skin aging in Chinese women. Journal of Dermatological Science. 2015; 79(2):148-154.
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atmosféricos, como la exposicidn a la luz solar y la contaminacidn del aire, asi como
estilo de vida, la dieta o tabaquismo.”’

Estudios in vitro e in vivo han demostrado que algunos HAPs producen
hiperpigmentacion al aumentar las enzimas que sintetizan melanina.®® Ademas, el
ADN se puede danar por estos contaminantes atmosféricos, y pueden provocar
inflamacién de la piel, estrés oxidativo, aumento de especies reactivas del oxigeno
(ROS), etc.® 1% E| dafio cutdneo causado por la exposicion ambiental se puede
atribuir en gran medida a una compleja cascada de reacciones dentro de la piel
iniciada por la generacion de ROS, que causan dafio oxidativo a componentes
celulares como proteinas, lipidos y acidos nucleicos. Estas células cutaneas dafiadas
inician respuestas inflamatorias que conducen al dafio final que se manifiesta
crénicamente en la piel expuesta.®

Los VOCs presentes en la atmdsfera, generalmente provienen de disolventes
organicos empleados en pinturas, barnices, emisiones de vehiculos, etc., lo que
supone una importante fuente de contaminantes atmosféricos. Segun estudios
realizados con ratones, los VOCs pueden inducir lesiones cutdneas
precancerosas.’® También se ha demostrado que el aumento de la concentracion
de estos compuestos provoca un incremento de los sintomas de la dermatitis
atdpica.’®® Las principales consecuencias de la exposicién a terpenos son una
peroxidacién lipidica excesiva, produccion de ROS y la posterior apoptosis
celular.1® Algunos PAHs estdn asociados al envejecimiento extrinseco de la piel,
pigmentacién de la misma, cédncer y aparicidn de acné.® Por otro lado, la piel
expuesta a PAHs adsorbidos en la superficie de particulas en suspensién puede

97 Farage, M. A., Miller, K. W., Elsner, P. et al. Intrinsic and extrinsic factors in skin ageing: a review. International
Journal of Cosmetic Science. 2008; 30:87-95.

% Luecke, S., Backlund, M. Jux, B., et al. The aryl hydrocarbon receptor (AHR), a novel regulator of human
melanogenesis. Pigment Cell Melanoma Research. 2010; 23 (6):828-833.

% Tsuji, G., Takahara, M., Uchi, H. An enviromental contaminant, benzo(a)pyrene, induces oxidative stress-
mediated interleukin-8 production in human keratinocytes via the aryl hydrocarbon receptor signaling pathway.
Journal of Dermatological Science. 2011; 62:42-49.

100 Fyyuno, Y., Uchi, H., Yasamatsu, M., et al. Perillaldehyde Inhibits AHR Signaling and Activates NRF2 Antioxidant
Pathway in Human Keratinocytes. Oxidative Medicine and Cellular Longevity. 2018; 1-9.

101 McDaniel, D., Farris, P. Valacchi, G. Atmospheric skin aging-Contributors and inhibitors. Journal of Cosmetic
Dermatology. 2018; 17:124-137.

102 Michielsen, C., van Loveren, H. et Vos, J. G. The Role of the Immune System in Hexachlorobenzene-Induced
Toxicity. Environmental Health Perspectives.1999; 107:783-792.

103 Kim, E. H., Kim, S., Lee, J. H., et al. Indoor Air Pollution Aggravates Symptoms of Atopic Dermatitis in Children.
Plos One. 2015; 10(3):1-9.

104 Agus, H. H. Toxicology Oxidative Stress and Dietary Antioxidants. Academic Press; 2020.

105 Leung, M. H. Y., Tong, X., Bastien, P., et al. Changes of the human skin microbiota upon chronic exposure to
polycyclic aromatic hydrocarbon pollutants. Microbiome. 2020; 8:100.
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provocar estrés oxidativo y por consiguiente, envejecimiento de la piel, ya que las
particulas ambientales pueden alcanzar los melanocitos, liberar los PAHs unidos a
su superficie y afectar directamente a la funcién de las células cutdneas.'® Estos
compuestos pueden transformarse en quininas, que son sustancias quimicas de
ciclo redox que producen ROS.%” También se ha demostrado una clara evidencia
de efectos genotdxicos, como aductos de ADN, pudiendo provocar cdncer ya que

son uno de los mayores carcinégenos ambientales. % 109

El humo de tabaco contribuye al envejecimiento prematuro de la piel, al aumento
de laincidencia de psoriasis, acné y cancer de piel. Estudios para evaluar los efectos
que el humo de tabaco ejerce sobre la piel han demostrado que el riesgo de
aparicion de arrugas moderadas/severas para fumadores en comparacidén con no
fumadores es de 2.3 veces mayor en hombres y 3.1 en mujeres.’'® Las ufias de un
fumador suelen ser de color claro y manchadas por los subproductos del tabaco,
ademas, el calentamiento prolongado de las yemas de los dedos al sostener el
cigarrillo puede provocar una decoloracidn de las yemas a causa de una
hiperpigmentacién post-inflamatoria.’'* Ademas, las sustancias quimicas del humo
de tabaco provocan la pérdida de agua transepidérmica e impiden la sintesis de
coldgeno,'t 112 ¢| cual tiene una importancia decisiva en propiedades de la piel
como la firmeza y flexibilidad.*3

106 vierkoter, A., Schilkowski, T. Ranft, U., et al. Airborne Particle Exposure and Extrinsic Skin Aging. Journal of
Investigative Dermatology. 2010; 130(12):2719-2726.

107 penning, T. M., Burczynski, M. E., Hung, C. F., et al. Dihydrodiol Dehydrogenases and Polycyclic Aromatic
Hydrocarbon Activation: Generation of Reactive and Redox Active o-Quinones. Chemical Research in Toxicology.
1999; 12(1):1-18.

108 Farmer, P. B., Singh, R., Kaur, B., et al. Molecular epidemiology studies of carcinogenic environmental pollutants.
Effects of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) in environmental pollution on exogenous and oxidative DNA
damage. Mutation Research. 2003; 544:397-402.

109 English, J. S. C., Dawe, R. S., et Ferguson, J. Environmental effects and skin disease. British Medical Bulletin.
2003; 68(1):129-142.

10 Emster, V. L., Grady, D., Miike, R., et al. Facial Wrinkling in Men and Women by Smoking Status. American Journal
of Public Health. 1995; 85(1):78-82

111 Ortiz, A., Grando, S. A. Smoking and the skin. International Journal of Dermatology. 2012; 51:250-262.

112 Gottipati, K. R., Poulsen, H., Starcher, B. Passive cigarette smoke exposure inhibits ultraviolet light B-induced
skin tumors in SKH-1 hairless mice by blocking the nuclear factor kappa B signalling pathway. Experimental
Dermatology. 2008; 17(9):780-787.

113 Jorgensen, L. N., Kallehave, F., Christensen, E., et al. Less collagen production in smokers. Surgery. 1998;
123(4):450-455.
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3.3. Exposiciéon dérmica

Los contaminantes atmosféricos son capaces de atravesar la piel a través de
mecanismos de absorcidn transepidérmica y transapendicular.!'* Se trata de un
proceso de difusidn simple que se explica mediante la denominada Ley de Fick. Este
proceso ocurre en varias etapas. En primer lugar, las moléculas de contaminantes
se adsorben en la superficie del estrato cdrneo. Posteriormente, se produce la
difusién de estas moléculas a través del mismo alcanzando el resto de capas que
conforman la epidermis, penetrando hasta la dermis e introduciéndose en los vasos
sanguineos, a través de los cuales ingresardn en el sistema vascular.!™ Los
principales factores que determinan la absorcién dérmica de contaminantes a
través de la piel son las propiedades fisico-quimicas de estos compuestos, los
parametros fisioldgicos y anatdmicos de la piel y el modo de exposicién (vehiculo,
dosis, duracion, superficie expuesta, frecuencia, etc.).116 1%

La absorcién transepidérmica es el mecanismo mediante el cual la mayor parte de
los compuestos toxicos penetran la piel. Por un lado, las sustancias de caracter mas
polar penetran por difusién la superficie hidratada y proteica de la membrana
(absorcion transcelular), y las sustancias apolares lo hacen a través de los espacios
intersticiales que quedan entre los filamentos proteicos de la membrana (absorcion
intercelular), por ser ésta una zona rica en lipidos (Figura 4).}'® Esta es la via
cuantitativamente mds importante de penetracion de los contaminantes a través
de la piel, pero también es mas lenta que la absorcién transapendicular, donde la
absorcion se produce a través de los anexos cutaneos, los cuales ofrecen una
superficie muy limitada para que se produzca la absorcién.!'

114 Sanchez-Saldafia, L. A. Absorcion percutanea. Sociedad Peruana de Dermatologia. 2018; 28(2):92-103.

115 Clari Pons, M. A. Estudios “in vitro” e “in vivo” de la absorcidén percutanea de la bemiparina: Métodos de
valoracién. Universitat de Valéncia; 2004.

116 Vera Fiserova-Bergerova, T., Pierce, J. T. Horizons: Biological Monitoring V: Dermal Absorption. Applied
Industrial Hygiene. 1989; 4(8):14-21.

117 Jiang, A., Maibach, H. I., Wiener, A., et al. Percutaneous Penetration. Springer Nature Switzerland AG. 2020

118 Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo. NTP 697: Exposicién a contaminantes quimicos por via
dérmica. Ministerio de Trabajo y Asuntos Sociales, Gobierno de Espafia. 2018
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Absorcion transcelular Absorcidn intercelular

Figura 4. Esquema de los distintos mecanismos de absorcion transepidérmica.

La absorcidn transapendicular se produce a través de los anexos cutaneos como
glandulas sebaceas, glandulas sudoriparas, pelo y ufias (Figura 5). Adquiere menor
importancia que la absorcidn transepidérmica ya que la superficie de intercambio
es mucho menor, aunque la capacidad de difusidon sea mas alta. Lo caracteristico
de esta via es el mecanismo denominado «entrada de choque», haciendo
referencia a la cantidad y rapidez con que penetra el contaminante en una primera
fase, antes de que se sature el mecanismo debido a la pequefia superficie de

intercambio que representan los anexos.!% 120

Figura 5. Absorcion de contaminantes a través de los anexos cutdneos.

119 |Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo. NTP 697: Exposicidén a contaminantes quimicos por via
dérmica. Ministerio de Trabajo y Asuntos Sociales, Gobierno de Esparia. 2018
120 Kielhom, J., Mangelsdorf, I. Environmental Health Criteria 235. Dermal Absorption. WHO. 2006.
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3.4. Cinéticas de la absorcion dérmica

La piel es una barrera selectiva al paso de sustancias, siendo la epidermis y
principalmente el estrato cérneo los principales responsables de este proceso. El
transporte de sustancias a través de la piel es un proceso complejo, ya que abarca

interacciones fisicas y quimicas.?

Para estudiar las cinéticas de absorcién de compuestos orgdnicos a través de la piel,
se pueden realizar dos tipos de estudios: en condiciones de dosis infinita o por
contra, en condiciones de dosis finita.!?? En los estudios para la evaluacién de la
absorcién dérmica basados en la metodologia de dosis infinita la concentracion de

la fase donadora es constante a lo largo de todo el experimento.'?3

En los experimentos realizados bajo condiciones de dosis finitas, la concentracién
de los permeantes evaluados cambian a lo largo del ensayo. Esto se debe a la
absorcidn de estas especies a través de la piel, o a la evaporacién de los mismos.?®

La absorcién dérmica se considera principalmente un proceso de difusién. Este
consiste en un flujo de moléculas de un compuesto a favor del gradiente de
concentracion, con el fin de alcanzar el equilibrio. Es esencialmente un proceso de
tres etapas: en primer lugar, el compuesto pasa de la fase donadora al estrato
corneo; en la segunda etapa se produce la difusion del mismo a través del estrato
corneo; y finalmente, dicho compuesto difunde desde el estrato cérneo hasta los

tejidos mds internos.

Se considera que la piel es una membrana pseudohomogénea, por lo que, tanto en
condiciones de dosis infinita como finita, puede describirse matemdaticamente

mediante las leyes de Fick. 12> 126

121 Buist, H., Craig, P. Dewhurst, I. et al. Guidance on dermal absorption. European Food Safety Authority (EFSA).
2017; 15(6):1-60.

122 Health & Consumer Protection Directorate-General. Guidance Documento n dermal Absorption. European
Commission. 2004.

123 Barry, B. W. Methods for studying percutaneous absorption. Dermatological Formulation. Marcel Dekker; 1983.
124 Chilcott, R. P., Price, S. Principles and Practice of Skin Toxicology, John Wiley & Sons, Ltd; 2008.

125 Brodin, B., Steffansen, B., Nielsen, C. U. Molecular Biopharmaceutics: Aspects of Drug Characterisation, Drug
Delivery and Dosage Form Evaluation, Pharmaceutical Press; 2010.

126 Clari Pons, M. A. Estudios “in vitro” e “in vivo” de la absorcién percutdnea de la bemiparina: Métodos de
valoracién. Universitat de Valencia; 2004.
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La primera ley de Fick, establece que el flujo de una sustancia se desplaza desde la
region mas concentrada a regiones de menor concentracién atravesando un
gradiente de concentracidn. Relaciona el flujo molecular del compuesto (J) por
unidad de drea (g cm? h) con el gradiente de concentracién de la sustancia (6C) (g
cm3), la distancia lineal difusa (6x) (cm), y el coeficiente de difusién (D) (cm? h') en

condiciones de dosis infinitas, es decir, en estado estacionario (Ecuacion 1). %’

5C
J=-D% (1)

Esta ecuacién indica que el flujo es directamente proporcional al gradiente de
concentracion por el coeficiente de difusidn. Este Ultimo pardmetro se encuentra
relacionado con la temperatura, por lo que una variacidon de la misma también
afectaria proporcionalmente al flujo. Es decir, al aumentar la temperatura aumenta
el coeficiente de difusidn y por tanto el flujo molecular.

La segunda ley de Fick, que es la forma derivada de la primera ley de Fick y del
balance de masas diferencial, permite predecir cdmo varia la concentracién de un

compuesto a lo largo del tiempo (Ecuacidn 2). 1%

8C 82¢c
%= D5z (2)

Esta ecuacion asume que el coeficiente de difusidon del permeante no varia, y que
las propiedades de la piel permanecen constantes con el tiempo.

3.4.1. Absorcion dérmica en condiciones de dosis infinita

Los pardmetros que describen la absorcion de una sustancia a través de la piel, en
condiciones de dosis infinita, generalmente se obtienen mediante estudios in vitro,
evaluando la permeabilidad del compuesto estudiado a lo largo del tiempo de
exposicién. Cuando el permeante entra en contacto con la piel, comienza a difundir
a través de la misma. Dependiendo de sus propiedades fisico-quimicas, éste
interaccionara en mayor o menor medida con la piel, lo que determinara su
velocidad de difusion.!?®

127 Chilcott, R. P., Price, S. Principles and Practice of Skin Toxicology, John Wiley & Sons, Ltd; 2008.
128 Dragicevic, N., Maibach, H. I. Percutaneous Penetration Enhancers. Drug Penetration Into/Through the Skin.
Springer; 2017.
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El perfil de absorcién de una sustancia consiste en una gréfica donde aparece
representada la cantidad de compuesto absorbido en la piel a lo largo del tiempo.
La Figura 6 representa el perfil de absorcion que generalmente se obtiene en este
tipo de ensayos. Al principio, se observa un periodo de latencia en el que el
compuesto evaluado comienza a absorberse en la piel hasta ocupar todos los sitios
de unidén disponibles. Una vez completados todos estos sitios de unidn comienza
un gradiente de concentracion en estado estacionario con un flujo constante de
compuesto a través de la piel. Posteriormente, se produce una disminucion
progresiva del flujo molecular hasta el punto en que se alcanza un balance de
materia igual a 0, momento en el que se alcanza el equilibrio entre el

compartimento aceptor y el donador.?®

Generalmente, se realizan estudios in vitro en condiciones de dosis infinita para
evaluar pardmetros de permeabilidad como son el flujo molecular y el tiempo de
latencia (tig). El flujo molecular se define como el flujo de analito que pasa por
unidad de tiempo a través de una superficie de drea unidad perpendicular a la
direccion del gradiente de concentracién. El tiempo de latencia se corresponde con
el tiempo que el analito tarda en difundir a través de la membrana hasta llegar a la
disolucién receptora.’® A partir de los perfiles de absorcién de las sustancias
evaluadas, se pueden determinar estos dos parametros de permeabilidad, de
manera que, el flujo molecular coincide con la pendiente de la recta obtenida de
forma experimental en condiciones de estado estacionario, y el tiempo de latencia
se corresponde con el punto en el que dicha recta cruza el eje x.13!

129 OECD, Guidance notes on dermal absorption. 2011.

130 Dragicevic, N., Maibach, H. I. Percutaneous Penetration Enhancers. Drug Penetration Into/Through the Skin.
Springer; 2017.

11 Schuplein, R. J., Blank, I. H. Permeability of the Skin. Physiological Reviews. 1971; 51(4):702-747.
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1; y=ax+b

J

Masa acumulada por unidad de drea

tog Tiempo

Figura 6. Perfil de absorcion de estudios de permeabilidad de compuestos en condiciones de dosis
infinitas hasta alcanzar el equilibrio entre fase donadora y receptora.

El flujo molecular también puede estimarse a partir de la Ecuacion 3.

/= (3)

donde Cp es la concentracién de la capa mas externa de la piel y h el espesor de la
membrana. Aunque Cp resulta complicado medirlo en la practica, la concentracion
del compuesto en la fase donadora (C,) generalmente se conoce o resulta sencillo
de obtener. Por lo que sabiendo que Co y C, estan relacionados con el coeficiente
de particion entre el donador y la membrana (K.), tal y como se indica en la
Ecuacidn 4,

Co = K,,,C, (4)

se puede sustituir la ecuacion 4 en la 3, obteniendo

D K Cy

j = ot )

Por otro lado, el tiempo de latencia también se puede obtener matematicamente
a partir de la Ecuacién 6,13% 133

h2
tlag = 5 (6)

132 Burgess, S. E., O'Neill, M. A. A., Beezer, A. E., et al. Thermodynamics of membrane transport and implications
for dermal delivery. Journal of Drug del Science and Technology. 2005; 15(4): 325-327.

133 Bunge, A. L., Cleek, R. L. A New Method for Estimating Dermal Absorption from Chemicl Exposure:2. Effect of
Molecular Weight and Octanol-Water Partitioning. 1994; 12(1):88-95.
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En ocasiones, la absorcién dérmica de los permeantes también se evalla a partir
del coeficiente de permeabilidad (K;), el cual indica la velocidad a la que se produce
el transporte de permeante a través de la piel en unidades de cm h%.

K, =-"1== = (7)

Como se ha explicado anteriormente, J suele calcularse a partir de la pendiente de
la recta obtenida de forma experimental en condiciones de estado estacionario. Por
lo que si se conoce la concentracion de la fase donadora (C,), K, puede estimarse a
partir de la ecuacién 7.1

3.4.2. Absorcion dérmica en condiciones de dosis finita

La mayor parte de los estudios in vivo se realizan en condiciones de dosis finitas.'®
Sin embargo, en algunos casos se realizan aplicaciones repetidas de la sustancia en
condiciones de dosis finitas, lo que da lugar a condiciones de dosis semi-infinitas

esencialmente. 3¢

Jmsx

Masa acumulada por unidad de drea

Tiempo

- A >+ B C »

Figura 7. Perfil de absorcion en condiciones de dosis finita, donde A se corresponde con el periodo de
latencia, B con el estado pseudo-estacionario y C con el periodo de estabilizacion.

134 Dragicevic, N., Maibach, H. I. Percutaneous Penetration Enhancers. Drug Penetration Into/Through the Skin.
Springer; 2017.

135 Chilcott, R. P., Price, S. Principles and Practice of Skin Toxicology, John Wiley & Sons, Ltd; 2008.

136 Kielhom, J., Mangelsdorf, I. Environmental Health Criteria 235. Dermal Absorption. WHO. 2006.

35



Desarrollo de métodos analiticos para evaluar la efectividad de cosméticos antipolucién

En el caso de estudios en condiciones de dosis finitas, no se alcanza un flujo en
estado estacionario como ocurre en estudios de dosis infinitas. En la Figura 7 se
puede observar el perfil de absorcidn tipico para condiciones de dosis finita. Al
inicio se produce un periodo de latencia (A); posteriormente la cantidad de
permeante absorbida en la piel alcanza un estado pseudo-estacionario (B), cuyo
gradiente podria emplearse para estimar el flujo maximo (Jmax); v finalmente la
cantidad de permeante disponible en la superficie de la piel se agota y el perfil se
estabiliza (C) ya que el balance de materia es igual a 0. 137138

Una forma alternativa de presentar datos de ensayos a dosis finitas consiste en
representar el flujo a distintos tiempos frente al tiempo. Asi se obtiene una gréfica
como la de la Figura 8, donde se observa un aumento del flujo hasta alcanzar un
valor maximo (Jmax) @ un tiempo determinado (tmax) Yy la posterior disminucion del
mismo debido a la bajada de la concentracion del compuesto evaluado en la fase

donadora.®®

Jnax e e e -

Flujo

|
Lmax Tiem po

Figura 8. Evolucidn del flujo molecular a lo largo del tiempo en estudios de permeabilidad en
condiciones de dosis finita.

Jmax ¥ tmax SON dos parametros de interés en este tipo de estudios, y estan definidos
por las Ecuaciones 8 y 9 respectivamente

137 Chilcott, R. P., Price, S. Principles and Practice of Skin Toxicology, John Wiley & Sons, Ltd; 2008.

138 Kielhom, J., Mangelsdorf, I. Environmental Health Criteria 235. Dermal Absorption. WHO. 2006.

139 Dragicevic, N., Maibach, H. I. Percutaneous Penetration Enhancers. Drug Penetration Into/Through the Skin.
Springer; 2017.
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_ 1.85DCy8

]max T hz (8)
h2—62
tmax = oD (9)

donde 6 es el grosor de la capa de compuesto aplicado sobre la superficie de la piel,
cuando el compuesto se aplique directamente sobre la piel (cremas, liquidos,
sélidos, ...). Por otro lado, D puede estimarse una vez conocidos los valores de Jmax
Y tmax, l0S cuales se suelen obtener de forma experimental.

Sin embargo, en algunos casos, la aplicacién repetida de una dosis finita puede
resultar esencialmente condiciones de dosis semi-infinitas.}® Se trata de un caso
intermedio entre las condiciones de dosis finita e infinita (Figura 9).24
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Figura 9. Perfil de absorcion en condiciones de dosis semi-infinitas (A) y grdfica comparativa de la
evolucion del flujo molecular a lo largo del tiempo en estudios de permeabilidad en condiciones de
dosis infinita, semi-infinita y finita (B).

En conclusidn, los estudios de absorcidén en condiciones de dosis finitas e infinitas
tienen diferentes aplicaciones en la evaluacion de la exposicidon dérmica, de manera
gue cada metodologia presenta sus ventajas e inconvenientes. Por un lado, los
estudios realizados en condiciones de dosis finitas permiten simular una situacion

140 Chilcott, R. P., Price, S. Principles and Practice of Skin Toxicology, John Wiley & Sons, Ltd; 2008.

141 Frasch, H. F. Barbero, A. M. In vitro human skin permeation of benzene in gasolina: effects of concentration,
multiple dosing and skin preparation. Jouranl of Exposure Science & Environmental Epidemiology. 2018; 28:193-
201.
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de exposicién dérmica mas realista que en condiciones de dosis infinitas. Sin
embargo, estos Ultimos nos permiten obtener informacién sobre el
comportamiento de los distintos permeantes evaluados, obteniendo parametros
de permeabilidad como el J y el tng, ya que se consigue un flujo constante en
condiciones de estado estacionario. Asi, los modelos matematicos nos permiten
predecir la cinética de la absorcién dérmica tanto en estado estacionario como no
estacionario, en funcion de las necesidades del estudio a realizar, aunque es
necesario tener en cuenta las limitaciones de los mismos.

3.5. Tipos de ensayos

Dado que la piel es el drgano mas grande del cuerpo y actla como primera linea de
defensa frente a factores externos, la absorcién dérmica de contaminantes
atmosféricos resulta realmente importante, dependiendo de la concentracién de
contaminantes en el medio ambiente y de la capacidad de los mismos para penetrar
en la piel.1*2 Por tanto, la evaluacidn de la absorcién de estos compuestos a través
de la piel, es un parametro que debe ser estudiado para evaluar los posibles riesgos
relacionados con su presencia en el medio ambiente. Esta evaluacion se puede
realizar mediante dos tipos de ensayos, in vivo o in vitro.

3.5.1. Ensayos in vivo

Los ensayos in vivo se realizan bien con humanos voluntarios o con animales
respetando protocolos previamente aprobados por un comité de ética . Sin
embargo, los estudios in vivo para evaluar la absorcidon dérmica de compuestos son
muy limitados en humanos debido a consideraciones éticas, por lo que estdn mas

extendidos en animales como las ratas, cerdos, etc.*

Asimismo, por cuestiones éticas, los estudios de absorciéon dérmica in vivo deben
evitarse siempre que sea posible, y sustituirlos por alternativas in vitro adecuadas.
Sin embargo, los estudios in vitro no consideran una serie de parametros

142 Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo. NTP 697: Exposicién a contaminantes quimicos por via
dérmica. Ministerio de Trabajo y Asuntos Sociales, Gobierno de Espafia. 2018

143 European Commision. Guidance Document on Dermal Absorption. 2004.

144 OECD. Guidance notes on dermal absorption. No 156. 2019.
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bioquimicos, inmunoldgicos y fisioldgicos, que resultan fundamentales para la

determinacion de la toxicidad de los compuestos evaluados. 14> 146

La realizacidon de estudios in vivo con humanos se rige por tratados internacionales
para asegurar que los estudios se lleven a cabo de forma ética. Antes de 1948, no
existian pautas formales para la realizacién de estudios en humanos, siendo el
cientifico que lo realizaba el responsable de establecer la ética del mismo. Estas
investigaciones se realizaban generalmente teniendo en cuenta la ideologia del
juramento hipocratico, cuya base se centra en “no llevar otro propésito que el bien

y la salud de los enfermos”.*¥’

Sin embargo, durante la Segunda Guerra Mundial se cometieron numerosas
atrocidades en nombre de la ciencia, por lo que en 1948 se introdujo El Cédigo de
Nuremberg. Este cddigo estd formado por diez puntos centrados en el
consentimiento del voluntario tras ser correctamente informado, la ausencia de
coaccion, el disefio de una metodologia cientifica valida, y que dicho estudio resulte
beneficioso para el voluntario.*

Posteriormente, en 1964, la Asociacion Médica Mundial propuso la declaracion de
Helsinki, la cual rige la ética de la investigacidn internacional. Desde entonces ha
ido sufriendo modificaciones en los afios 1975, 1983, 1989, 1996 y 2000. La
declaracion constituye la base de una “buena practica clinica”, siendo el cédigo de
Nuremberg su base y amplidandose con el paso de los afios. Propone la realizacién
de estudios previos de laboratorio y en animales, revisados por personal
cualificado, y establece que dicho estudio debe suponer un beneficio superior al
riesgo al que se somete el voluntario.'*

Los estudios in vivo con animales se encuentran regulados generalmente por la
legislacién nacional, por lo que existen numerosas variaciones entre los distintos
paises. El 24 de noviembre de 1986, el Consejo de la Unidn Europea adopté la
Directiva 86/609/CEE, relativa a la aproximacion de las disposiciones legales,
reglamentarias y administrativas de los Estados Miembros respecto a la proteccion
de los animales utilizados para experimentacion y otros fines cientificos, donde se

145 OECD. Guidance notes on dermal absorption. No 156. 2019.

146 Kielhom, J., Mangelsdorf, I. Environmental Health Criteria 235. Dermal Absorption. WHO. 2006.

147 Chilcott, R. P., Price, S. Principles and Practice of Skin Toxicology, John Wiley & Sons, Ltd; 2008.

148 Tribunal Internacional de NUremberg. Codigo de Niremberg; 1948.

149 World Medical Associtaion Declaration of Helsinki. 52nd WMA General Assembly, Edinburgh, Scotland, October
2000.
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determinan aspectos como quién, dénde y como deben realizarse este tipo de
experimentos.’® Desde la adopcién de dicha Directiva, han vuelto a surgir
disparidades entre los Estados Miembros. Algunos han adoptado medidas
nacionales de ejecucidn que garantizan el elevado nivel de proteccién de los
animales utilizados con fines cientificos, mientras que otros aplican Unicamente los
requisitos minimos previstos en la Directiva 86/609/CEE.

Espafia se limitd inicialmente a trasladar las exigencias europeas con la
promulgacion del Real Decreto 223/1988 de 14 de marzo, sobre proteccién de los
animales utilizados para la experimentacién y otros fines cientificos. En todo este
tiempo, estas leyes de caracter internacional han ido evolucionando, siendo cada
vez mas estrictas, con el fin de mejorar el bienestar fisico y psiquico de los animales
empleados en experimentacion.’®® Estas modificaciones quedan recogidas en el
Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero, vigente hoy dia, donde se establece que las
personas que manejen los animales deberan poseer una capacitacion adecuada con
caracter previo al desarrollo de su labor.'> A partir de dicho Decreto, se cred el
CEPAFIC, un érgano encargado de asesorar tanto a la Administracién General del
Estado, como a las comunidades aunténomas y ciudades de Ceuta y Melillay a los
drganos encargados del bienestar de los animales en cuestiones relacionadas con
la adquisicidn, cria, alojamiento, cuidado y utilizaciéon de los animales con fines
cientificos. Ademas, la Orden Ministerial ECC/566/2015, de 20 de marzo, establece
gue, para el mantenimiento de la capacitacion inicial, serd necesario realizar un
“Plan de formacion continua en experimentacién animal para investigadores y
técnicos” para asegurar la mejora y puesta al dia de las habilidades y conocimientos
inicialmente adquiridos, al menos cada 8 afios.'>

Sin embargo, en algunos paises no existen requisitos formales con respecto al uso
de animales para la realizacidn de ensayos in vivo. Aunque la legislacién varia entre
los distintos paises, resulta fundamental que los animales empleados en los
ensayos se encuentren en una situacion de bienestar. Por ello, la mayor parte de

150 Directiva 86/6609/CEE. Diario Oficial de las Comunidades Europeas. 1986.

151 Rumbo Prieto, J. M2. El respeto al bienestar de los animales de experimentacion. Etica de los cuidados. 2012;
5(10).

152 Ministerio de la Presidencia, Relaciones con las Cortes y Memoria Democratica, Gobierno de Espafia.
https://www.boe.es/diario_boe/txt.php?id=BOE-A-2013-1337 Acceso marzo 2021.

153 Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacién, Gobierno de Espafia.
https://www.mapa.gob.es/es/ganaderia/temas/produccion-y-mercados-ganaderos/bienestanimal/en-la-
investigacion/CEPAFIC.aspx Acceso mayo 2021.
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las revistas cientificas de prestigio no aceptan articulos de ensayos in vivo con
animales que no contengan una declaracién de bienestar animal.

En 2004, la Organizaciéon para el Desarrollo Econdmico y Cooperativo (OECD), de
caracter internacional, publicd una metodologia (Guideline 427) que describe la
realizacion estdndar de estudios de absorcidn percutdnea in vivo con animales de
experimentacion.’™ La principal ventaja de esta metodologia es que permite tener
en cuenta caracteristicas sistémicas como el sistema cardiovascular, sistema
inmunolégico, etc., que no puede replicarse utilizando un sistema in vitro. Sin
embargo, una desventaja de las técnicas in vivo son que pueden requerir que el
compuesto de prueba sea radiomarcado para permitir la deteccién del compuesto
absorbido por via dérmica. Ademas, también puede haber diferencias significativas
en la permeabilidad de la piel de diferentes especies, por lo que el uso de animales
puede no proporcionar una determinacién precisa de la absorcidon del compuesto
evaluado en humanos. Previamente al ensayo, es necesaria la seleccién de la
especie animal con la que se realizara el estudio, aunque generalmente se suelen
emplear ratas, ratones, cerdos o conejos. Posteriormente, se establece el nimero
y sexo de animales que participaran en el estudio. Estos ensayos suelen llevarse a
cabo a una temperatura de 22 + 3 °C, con una humedad en el intervalo del 30 al 70
%, y con luz artificial durante 12 h y oscuridad durante otras 12 h. Ademas, los

animales deben disponer de alimento y agua. '>*

El principio de este test consiste en la evaluacién de la absorciéon dérmica de una
sustancia, preferiblemente radiomarcada. Para ello, esta sustancia se aplica en la
piel del animal en una determinada dosis, y durante un tiempo de exposicion
establecido. Transcurrido el tiempo de exposicidn, se retira la sustancia evaluada y
se limpia la piel de forma adecuada, conservandose la sustancia retirada y los
materiales de limpieza para su posterior andlisis. Ademas, el aire exhalado también
es analizado. En cada estudio, generalmente hay varios grupos de animales de
experimentacion expuestos a la sustancia evaluada. Unos grupos seran sacrificados
a intervalos de tiempo programados. Al final del tiempo de muestreo, se sacrifican
los animales restantes, y se analiza su sangre, la piel expuesta y el cadaver para
detectar cualquier material no excretado. Estas muestras se analizan por medios
adecuados y se estima el grado de absorcién percutanea.’>*

154 OECD, Test Guideline 427 Skin Absorption: in vivo Method. 2004.
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El grado de absorcion dérmica de sustancias quimicas puede ser evaluado
analizando dichas sustancias y/o sus metabolitos en sangre o excreciones, en piel
extirpada, en otros tejidos, o en aire exhalado, por lo que no es necesario el
sacrificio.> 156157 Dado que para el estudio de algunas sustancias es necesario el
analisis de sus metabolitos, es importante que la cinética y las caracteristicas
metabdlicas del compuesto estén bien definidas, para asi determinar con precision
la absorcion dérmica del mismo. Algunos de los métodos utilizados en la evaluacion
de la permeabilidad son, la técnica de microdidlisis, la extraccion con cinta del
estrato cdrneo (tape stripping) y el andlisis de piel mediante métodos
espectroscopicos. 159

La microdidlisis mide sustancias quimicas aplicadas sobre la piel. El principio de esta
técnica se basa en la difusion de las sustancias quimicas a través de la membrana
semipermeable de una sonda de microdidlisis que se introduce en la dermis
paralela a la superficie de la piel expuesta (Figura 10). La sonda se introduce
lentamente con un tampdn estéril compatible con el tejido, imitando el flujo de
sangre. Las moléculas capaces de atravesar la membrana de la sonda difundiran
hacia el tampdn, que se recoge a diferentes intervalos de tiempo para su
analisis. 160 161

Puesto que la sustancia quimica se mide antes de que entre en la circulacién, la
microdidlisis es una técnica adecuada para el estudio del metabolismo cutaneo.
Ademas, permite la evaluacién de la cinética de las sustancias quimicas a través de
la piel sin necesidad de realizar una exposicion de referencia, y se puede evaluar
varios puntos de muestreo al mismo tiempo en el mismo individuo. 2 Ejemplos del

155 Kielhom, J., Mangelsdorf, I. Environmental Health Criteria 235. Dermal Absorption. WHO. 2006.

156 Akrill, P., Cocker, J., Dixon, S. Dermal exposure to agueous solutions of N-methyl pyrolidone. Toxicology Letters.
2002; 134:265-269.

157 Kezic, S., Janmaat, A., Krise, J. et al. Percutaneous absorption of m-xylene vapour in volunteers during pre-
steady and steady state. Toxicology Letters. 2004; 153:273-282.

158 Kezic, S. Methods for measuring in-vivo percutaneous absorption in humans. Human & Experimental Toxicology.
2008; 27:289-295.

159 Morais Ruela, A. L., Perissinato, A. G. de Sousa Lino, M. E., et al. Evaluation of skin absorption of drugs from
topical and transdermal formulations. Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences. 2016; 52(3):527-544.

160 Benfeldt, E., Hansen, S. H., Vglund, A., et al. Bioequivalence of Topical Formulations in Humans: Evaluation by
Dermal Microdialysis Sampling and the Dermatopharmacokinetic Method. Journal of Investigative Dermatology.
2007; 127(1):170-178.

161 Voelkner, N. M., Voelkner, A., Derendorf, H. Determination of Dermal Pharmacokinetics by Microdialysis
Sampling in Rats. Current Protocols in Pharmacology. 2019; 85(1):1-17.

162 Erdé, F., Hashimoto, N., Karvaly, G., et al. Critical evaluation and methodological positioning of the transdermal
microdialysis technique. A review. Journal of Controlled Release. 2016; 233:147-161.
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empleo de microdiilisis son la determinacién de la absorcién dérmica de PAHs y 163
principios activos de farmacos,** %> en humanos o animales de experimentacion.
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Figura 10. Prueba de microdidlisis in vivo para la evaluacion de la absorcion dérmica de sustancias
quimicas.

El tape stripping permite la determinacion de la cantidad de compuesto absorbido
en el estrato cérneo tras un determinado tiempo de exposicidn. El tape stripping se
basa en la eliminacidn de las células mas superficiales del estrato cérneo mediante
el uso de tiras adhesivas, generalmente de materiales poliméricos.'®® Para ello,
previamente se indica y se limpia la zona de piel evaluada para eliminar cualquier
material residual de la superficie. Posteriormente, se cortan y se pesan las tiras
adhesivas, y se aplica el compuesto evaluado en la piel. Transcurrido un

163 Sui, X., Teran, J. E., Feng, C., et al. Quantification of anthracene after dermal absorption test via APCI-tandem
mass spectrometry. Analytical Methods. 2020; 12:2820-2826.

164 Kuzma, B. A., Senemar, S., Rameznli, T., et al. Evaluation of local bioavailability of metronidazole from topical
formulations using dermal microdialysis: Premilnary study in a Yucatan mini-pig model. European Journal of
Pharmaceutical Sciences. 2021; 159:1-8.

165 \oelkner, N. M. F., Voelkner, A., Costa, J., et al. Dermal pharmacokinetics of pyrazinamide determined by
microdialysis sampling in rats. International Journal of Antimicrobial Agents. 2018; 51:190-196.

166 Olesen, C. M., Krohn Fuchs, C. S., Philipsen, P. A., et al. Advancement through epidermis using tape stripping
technique and Reflectance Confocal Microscopy. Scientific Reports. 2019; 9:12217.
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determinado periodo de tiempo,

sucesivamente, eliminando asi las células mas superficiales del estrato cérneo.
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Figura 11. Esquema del método tape stripping.
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las tiras utilizadas se analizan mediante el método analitico mas

adecuado para determinar los compuestos evaluados. Frecuentemente se realiza

un analisis mediante LC, tras una etapa previa de extraccion. En la Figura 11 aparece

un esquema donde queda resumida las principales etapas de esta técnica. Ejemplos

167 Escobar-Chavez, J. J., Merino-Sanjuan, V., Lépez-C
for Drug Quantification in Skin. International Journa
130.
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del empleo de la metodologia tape-stripping son la determinacién de especies
presentes en medicamentos como la clorhexidina,'®® y la evaluacién de la

bioequivalencia de productos farmacéuticos de administracién tdpica.®

Una ventaja de esta técnica es que se puede realizar tanto en voluntarios humanos
como en animales. Sin embargo, la principal limitacién de esta metodologia es que
existe una gran variabilidad en el nUmero de corneocitos extraidos con cada cinta,
por lo que el nimero de cintas adhesivas empleado puede no ser proporcional al
numero de células extraidas. Esto se debe a que la extraccion se encuentra afectada
por diversos factores, como la fuerza de extraccidn de las tiras, la hidratacion de la
piel, etc.1”°

Los métodos espectroscdpicos son una herramienta Util para el andlisis de las
propiedades de la piel y para confirmar la penetracion a través de la misma de
sustancias de interés con un perfil espectroscépico adecuado. Se trata de técnicas
71y 3
espectroscopia Raman confocal.'’? La espectroscopia infrarroja por transformada

rapidas y no invasivas, generalmente basadas en la espectroscopia infrarroja

de Fourier con reflectancia total atenuada (FTIR-ATR) se emplea en estudios para
la evaluacidn de la composicién del estrato cérneo, y por tanto para la evaluacion
de la absorcidn dérmica de compuestos de interés.r’®> 7% En ocasiones, previamente
se realiza un tape stripping que permite retirar y analizar las capas mas superficiales
del estrato cdrneo.”® La espectroscopia Raman confocal (CRS) permite el anélisis
de sustancias, tanto en la superficie como dentro de las capas mas profundas de la

168 Zhao, X., Schanffzin, J. K., Carson, J., et al. Analysis of chlorhexidine gluconate in skin using tape stripping and
ultrahigh-perfomance liquid chromatography-tandem mass spectrometry. Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis. 2020; 183:1-8.

169 Nallagundla, S., Patnala, S., Kanfer, I. Application of an Optimized Tape Stripping Method for the Bioequivalence
Assessment of Topical Acyclovir Creams. AAPS PharmSciTech. 2018; 19(4):1567-1573.

170 Escobar-Chavez, J. )., Merino-Sanjuén, V., Lopez-Cervantes, M., et al. The Tape-Stripping Technique as a Method
for Drug Quantification in Skin. J Pharm Pharmaceut Sci. 2008; 11(1):104-130.

171 Morais Ruela, A. L., Perissinato, A. G. de Sousa Lino, M. E., et al. Evaluation of skin absorption of drugs from
topical and transdermal formulations. Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences. 2016; 52(3):527-544.

172 Binder, L., Kulovits, E. M., Petz, R., et al. Penetration monitoring of drugs and additives by ATR-FTIR
spectroscopy/tape stripping and confocal Raman spectroscopy — A comparative study. European Journal of
Pharmaceutics and Biopharmaceutics. 2018; 130:214-223.

173 Rarovoy, Y., Drutis, D. M., Hancewicz, T. M., et al. Quantification of lipid phase order of in vivo human skin using
attenuated total reflection Fourier transform infrarred (ATR FT-IR) spectroscopy and multivariate curve resolution
analysis. Applied Spectroscopy. 2019; 73(2):182-194.

174 Westfall, A., Sigurdson, G. T., Rodriguez-Saona, L. E. et al. Ex Vivo and In Vivo Assessment of the Penetration of
Topically Applied Anthocyanins Utilizing ATR-FTIR/PLS Regression Models and HPLC-PDA-MS. Antioxidants. 2020;
9(6):1-14.

175 Reddy, M. B., Stinchcomb, A. L., Guy, R. H., et al. Determining Dermal Absorption Parameters in Vivo from Tape
Strip Data. Pharmaceutical Research. 2002; 19(3):292-298.
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piel, asi como la evaluacion de las propiedades de la piel. Esto se logra mediante la
técnica confocal, en la que un laser se enfoca en un punto especifico debajo de la
superficie de la piel y solo se detecta la radiacion dispersa Raman resultante de un
pequefio volumen en el plano focal.l”® Algunos estudios realizados evaltan la
absorcién dérmica de compuestos peligrosos para la salud como el tolueno, pireno,

2-butoxietanol, etc.,”” de principios activos presentes en cosméticos, etc.}’®

3.5.2. Ensayos in vitro

Los ensayos in vitro son ampliamente utilizados en la industria y centros de
investigacion para evaluar la absorcidn dérmica de distintos compuestos. Esta
metodologia permite obtener informacidn adicional frente a los estudios in vivo,
como la velocidad de absorcién dérmica de los compuestos estudiados. Estos
ensayos ofrecen la posibilidad de profundizar en los diferentes factores que
influyen en la absorcién dérmica, como las propiedades fisico-quimicas de los
compuestos evaluados, su concentracién, la variabilidad existente entre
membranas de distinto origen, etc., ya que permiten disefar y controlar las
condiciones en las que se desarrolla el estudio.

La OECD Guideline 428 es una guia que proporciona informaciéon sobre la
realizacion de estudios in vitro para la evaluacidn de la absorcidn de sustancias de
interés a través de simulantes de piel o piel extirpada, basados en el uso de celdas
de Franz.'” La sustancia evaluada (radiomarcada o no, segun las necesidades del
estudio), se aplica sobre la superficie de la membrana situada entre los dos
compartimentos de la celda de difusién, y transcurrido un tiempo determinado, en
condiciones especificas, se retira dicha sustancia mediante un procedimiento
adecuado. A lo largo del ensayo, se realizan muestreos de la disolucion receptora a
distintos tiempos de exposicidn, que posteriormente seran analizados para asi
determinar la permeabilidad de la sustancia evaluada. Ademas, para obtener
informacién adicional sobre la permeabilidad de dicha sustancia, también se puede

176 Darlenski, R., Sassning, S., Tsankov, N., et al. Non-invasive in vivo methods for investigation of the skin barrier
physical properties. European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics. 2009; 72:295-303.

177 Broding, H. C., van der Pol, A., de Sterke, J. et al. In vivo Monitoring of epidermal absorption of hazardous
substances by confocal Raman micro-spectroscopy. Journal of the German Society of Dermatology. 2011; 9(8):618-
627.

178 Tippavajhala, V. K., de Oliveira Mendes, T., Martin, A. A. In Vivo Human Skin Penetration Study of Sunscreens by
Confocal Raman Spectroscopy. AAPS PharmSciTech. 2017; 19(2):753-760.

179 OECD 428, Test Guideline 428 Skin Absorption: in vitro Method. 2004.
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analizar la piel tratada. Para demostrar la validez del estudio realizado, los
resultados obtenidos para sustancias quimicas relevantes se deben comparar con

los disponibles en la literatura publicada.'®°

Generalmente, la absorcién dérmica, migracién y/o permeabilidad de los
compuestos organicos a través de la piel se determina mediante el empleo de
celdas de difusidn vertical (celdas de Franz). **! La celda de difusion vertical de Franz
estdtica (Figura 12), desarrollada en 1975, estd formada por dos camaras, una
donadora y otra receptora, separadas por una membrana de origen animal,
humana o sintética que permite evaluar la difusion de los compuestos de una
camara a la otra. El compartimento donde se deposita la disolucidn receptora esta
rodeado por una camisa que permite la circulacién de agua termostatizada, para
mantener constante la temperatura. Sobre la disolucién receptora se coloca la
membrana, de manera que no queden burbujas. Asi, un lado de la membrana
guedard en contacto con la disolucidn receptora y el otro con el exterior, quedando
por tanto expuesta a la disolucidon donadora. Como fase receptora se suele utilizar
tampodn fosfato salino (PBS) a pH 7.4.

Donador

|
Cémara donadora bp—}
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Membrana s

A

Conducto
) de muestreo

&

< Camara
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b Agitador
magnético

Conductos
de circulacién

Camisa de agud el

Figura 12. Esquema (A) y fotografia (B) de una celda de difusion vertical de Franz estdtica.8!

Existen diferentes variantes de celdas de Franz (Figura 13) en funcion de las
necesidades de los estudios a realizar. Las celdas de Franz de tipo 1 poseen puertos

180 OECD. Guidance notes on dermal absorption. No 156. 2019.
181 permeGear. 2019 https://permegear.com/franz-cells/ Acceso enero 2021.
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de flujo, y si estos se cierran con tapones pueden ser utilizadas como celdas de
difusién estaticas. Las celdas de tipo 2 son como las de tipo 1 excepto que el puerto
de muestreo no esta presente. Las de tipo 3 poseen dos puertos de flujo o muestreo
dispuestos hacia la parte frontal de la celda. Finalmente, las celdas de tipo 4 son
como las de tipo 1, excepto que los brazos de entrada y salida de flujo tienen una
configuracién diferente, formando un dngulo de 90°.18?
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Figura 13. Variantes de las celdas de Franz.182

182 permeGear. 2019 https://permegear.com/franz-cells/ Acceso enero 2021.
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Entre los pardmetros que influyen en la difusién de un determinado compuesto
organico desde la disoluciéon donadora a la receptora destacan: la temperatura, el
tipo y naturaleza de la membrana, el medio del compartimento receptor, y de la
disolucion donadora. 8% 184

La temperatura afecta a la difusién de moléculas orgdnicas a través de una
membrana en la medida que afecta a la energia cinética de las moléculas que
difunden. Este efecto ha sido previamente demostrado por otros investigadores,
con experimentos en los que aumentando la temperatura obtienen una mayor
absorcion de los compuestos ya que aumenta la energia cinética de las
moléculas.'® Este aumento de la energia cinética se traduce en un aumento de la
transitoriedad de las interacciones entre las moléculas que difunden y los grupos
funcionales de los materiales que forman la membrana, disminuyendo, por tanto,
el tiempo de transicién entre las interfases de la membrana.

En cuanto a la naturaleza de la membrana, es obvio que el empleo de piel humana
proporciona datos mas reales de la exposicion del ser humano a contaminantes
atmosféricos. Sin embargo, el empleo de piel humana obtenida de cadaveres u
operaciones de cirugia conlleva una serie de dificultades entre las que cabe
destacar: i) la piel no es una membrana homogénea y uniforme, ii) conlleva una
serie de variaciones impredecibles en funcion de la etnia, edad, sexo y parte del

cuerpo, y iii) es dificil de conseguir.18

Por otra parte, el empleo de piel de animal (rata, ratén, cerdo, etc.) conlleva
adicionalmente la dificultad de las prohibiciones asociadas al desarrollo de
productos cosméticos (o farmacéuticos) en los que se emplean modelos animales,
asi como a la dificultad de su obtencidn.’®” Ademas, también hay que tener en
cuenta las diferencias entre las propiedades de la piel de animales con la piel
humana. Por ejemplo, en un estudio se compara la permeabilidad de distintas

183 Karadzovska, D., Brooks, J. D., Riviere, J. E. Experimental factors affecting in vitro absorption of six model
compounds across porcine skin. Toxicology in Vitro. 2012; 26:1191-1198.

184 Dragicevic, N., Maibach, H. I. Percutaneous Penetration Enhancers. Drug Penetration Into/Through the Skin.
Springer; 2017.

185Yin, Q., Wang, R., Yang, S., et al. Influence of Temperature on Transdermal Penetration Enhancing Mechanism
of Borneol: A Multi-Scale Study. International Journal of Molecular Sciences. 2017; 18(195):1-13.

186 Haq, A., Dorrani, M., Goodyear, B., et al. Membrane properties for permeability testing: Skin versus synthetic
membranes. International Journal of Pharmaceutics. 2018; 539: 58-64.

187 Consejo General de la Abogacia Espafiola. https://www.abogacia.es/publicaciones/blogs/blog-de-derecho-de-
los-animales/animales-utilizados-en-experimentacion-especial-referencia-a-la-experimentacion-con-fines-
cosmeticos-y-a-la-sentencia-del-tjue-de-21-de-septiembre-de-2016/ Acceso marzo 2021.
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sustancias (docecilazacicloheptan-2-ona, dimetilsulféxido, lauril sulfato de sodio,
dodecil-L-piroglutamato y N-metil-2-pirrolidona) a través de piel humana y pieles
obtenidas del dorso de distintas especies animales, muestra que los datos mas
similares a los del hombre se obtienen en cobaya, mientras que en animales como
la rata y el ratdn la penetraciéon es aproximadamente entre 5 y 7 veces mas
elevada.!8®

El desarrollo de membranas artificiales (sintéticas) como alternativa a estos
modelos animales esta cada vez mas extendido, debido en gran parte a las ventajas
inherentes de estos modelos (reproducibilidad experimental, inercia fisico-quimica,
de facil obtencién y menor coste).'® Estas membranas artificiales se pueden
clasificar en dos grupos: i) membranas que actlan como barrera, como las
membranas de silicona, el polidimetilsiloxano (PDMS), y CarbosSil,**® 1°? |as cuales
son hidréfobas y limitadoras de velocidad, y ii) membranas empleadas como
soporte, como los acetatos de celulosa, nitratos de celulosa y polisulfonas.9% 193 194
Adicionalmente, se han empleado otros materiales como nylon, filtros Tuffryn,
Durapore HVLP y Fluoropore FGLP, y membranas de nitrocelulosa VSWP en
estudios de permeabilidad dérmica como simulantes de piel para evaluar la
absorcidn dérmica de principios activos de fadrmacos como el aciclovir.'*®

La silicona es un polimero isotréopico ampliamente utilizado como modelo
alternativo para la predicciéon de la difusion o permeabilidad de compuestos
organicos, por ejemplo principios activos de medicamentos como el ibuprofeno, a

188 priborsky, J., Mihlbachova, E. Evaluation of In-vitro Percutaneous Absorption across Human Skin and in Animal
Models. Journal of Pharmacy and Pharmacology. 1990; 42:469-472.

189 Hagq, A., Goodyear, B., Ameen, D., et al. Strat-M® synthetic membrane: Permeability comparison to human
cadaves skin. International Journal of Pharmaceutics. 2018; 547:432-437.

190 ychida, T., Yakumaru, M., Nishioka, K., et al. Evaluation of a Silicone Membrane as an Alternative to Human Skin
for Determining Skin Permeation Parameters of Chemical Compounds. Chemical & Pharmaceutical Bulletin. 2016;
64(9):1338-1346.

191 Russeau, W., Mitchell, J., Tetteh, J., et al. Investigation of the permeation of model formulations and a
commercial ibuprofen formulation in Carbosil® and human skin using ATR-FTIR and multivariate spectral analysis.
International Journal of Pharmaceutics. 2009; 374:17-25.

192 Chattaraj, S. C., Kanfer, |. Release of acyclovir from semi-solid dosage forms: a semi-automated procedure using
a simple plexiglass flow-through cell. International Journal of Pharmaceutics. 1995; 125:215-222.

193 Santoyo, S., Arellano, A., Ygartua, P. et al. In vitro percutaneous absorption of piroxicam through synthetic
membranes and abdominal rat skin. Pharmaceutica Acta Helvetiae. 1996; 71:141-146.

194 Ng, S. F., Rouse, J. J., Sanderson, F. D., et al. The relevance of polymeric synthetic membranes in topical
formulation assessment and drug diffusion study. Archives of Pharmacal Research. 2012; 35:579-593.

195 Nallagundla, S., Patnala, S., Kanfer, |. Comparison of In Vitro Release Rates of Acyclovir from Cream Formulations
Using Vertical Diffusion Cells. AAPS PharmSciTech. 2014; 15(4):994-999.
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través de la piel.? La difusion de los compuestos orgdnicos a través de silicona
sigue la ley de Fick y posee propiedades hidrofébicas como la piel, siendo un
modelo aceptable para la capa cérnea (la parte més externa de epidermis).'’

En este sentido, las membranas Strat-M® han sido disefiadas con el objetivo de
imitar las caracteristicas de la piel. Como se puede ver en la Figura 14, la membrana
Strat-M® consiste en multiples capas con diferente permeabilidad. Dicha
membrana consta de dos capas de polietersulfona (PES) mas resistentes a la
difusién, sobre una capa de poliolefina (con una mayor permeabilidad). Estas capas
poliméricas crean una estructura porosa con un gradiente a través de la membrana
en términos de tamafio de poro y permeabilidad. La estructura porosa estd
impregnada con una mezcla de lipidos sintéticos, que le aportan a la membrana
unas propiedades adicionales que la asemejan aun mas a la piel humana. Se han
realizado estudios de migracién con este tipo de membranas y con piel humana
(obtenida a partir de caddveres) en compuestos organicos con pesos moleculares
entre 162 y 425 g mol™® con valores de log P (que indican la lipofilicidad relativa)
entre -0.131y 6.9, obteniendo resultados similares con ambas membranas, 198199200

19% Ng, S-R., Rouse, J., Sanderson, D., et al. A Comparative Study of Transmembrane Diffusion and Permeation of
Ibuprofen across Synthetic Membranes Using Franz Diffusion Cells. Pharmaceutics. 2010; 2:209-223.

197 Uchida, T., Yakumaru, M., Nishioka, K., et al. Evaluation of a Silicone Membrane as an Alternative to Human Skin
for Determining Skin Permeation Parameters of Chemical Compounds. Chemical & Pharmaceutical Bulletin. 2016;
64(9):1338-1346.

198 Arce, F. JR., Asano, N., See, G. L., et al. Usefulness of Artificial Membrane, Strat.M®, in the Assessment of Drug
Permeation from Complex Vehicles in Finite Dose Conditions. Pharmaceutics. 2020; 12(173): 2-11.

199 Haq, A., Dorrani, M., Goodyear, B., et al. Membrane properties for permeability testing: Skin versus synthetic
membranes. International Journal of Pharmaceutics. 2018; 539(1-2):58-64.

200 Haq, A., Goodyear, B., Ameen, D., et al. Strat-M® synthetic membrane: Permeability comparison to human
cadaver skin. 2018; 547:432-437.
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Dos capas de
polietersulfona

Poliolefina

X e

Figura 14. Comparacién de la estructura de la piel humana y la membrana Strat-M°®,20!

También se han realizado estudios de absorcidon dérmica mediante ensayos de
permeabilidad de membrana artificial en paralelo (PAMPA). Este método permite
determinar la permeabilidad de sustancias situadas en un compartimento donador,
a través de una membrana artificial inducida con lipidos en un compartimento
aceptor. Dicha membrana estd formada por 50 % ceramidas, 15 % colesterol y 35
% acidos grasos no esterificados.?’? Para estos ensayos se emplea una placa de
multiples pocillos para el donante y en la parte superior se coloca un
compartimento membrana/aceptor, denominandose el conjunto completo como
“sandwich”. Al inicio de la prueba, se anade el compuesto a evaluar en el
compartimento donador, estando el compartimento aceptor libre de éste.
Transcurrido un periodo de incubacion (con o sin agitacidn), se separa el sandwich
y se mide la concentracién de cada compartimento.2®

Se han desarrollado modelos de piel humana reconstruida para estudios
dermatolégicos in vitro. Algunos de ellos son EpiSkin®, EpiDerm’ y SkinEthic® para
los que se ha demostrado que poseen similitudes razonables de morfologia y
composicion de lipidos y marcadores bioquimicos con la piel humana. 2 En
Alemania se ha realizado un estudio llevado a cabo por 10 laboratorios diferentes,

201 Merck Millipore. https://www.merckmillipore.com/ES/es/product/Strat-M-Membrane-for-Transdermal-
Diffusion-Testing, MM_NF-C112892#overview Acceso marzo 2021.

202 Sjinko, B., Garrigues, T. M., Balogh, G. T., et al. Skin-PAMPA: A new method for fast prediction of skin
penetration. European Journal of Pharmaceutical Sciences. 2012; 45:698-707.

203 Zhang, Y., Lane, M. E., Hadgraft, J., et al. A comparison of the in vitro permeation of niacinamide in mammalian
skin and in the Parallel Artificial Membrane Permeation Assay (PAMPA) model. International Journal of
Pharmaceutics. 2019; 556:142-149.

204 Schifer-Korting, M., Bock, U., Diembeck, W. et al. The Use of Reconstructed Human Epidermis for Skin
Absorption Testing: Results of the Validation Study. ATLA. 2008; 36:161-187.
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donde se evalud la absorcion dérmica de manitol, acido benzoico, cafeina, nicotina,
digoxina, acido flufenamico, testosterona, clotrimazol e ivermectina Bla. Mediante
la comparacién de las caracteristicas de estos modelos de piel reconstruida frente
a modelos de piel humana y de cerdo, se demostrd que a pesar de que existe
correlacién entre los parametros de permeacién obtenidos para cada caso, en
general, los valores de permeacién eran mayores para los modelos de piel
reconstruida que los obtenidos para piel humanay de cerdo. %%

205 Schifer-Korting, M., Bock, U., Diembeck, W. et al. The Use of Reconstructed Human Epidermis for Skin
Absorption Testing: Results of the Validation Study. ATLA. 2008; 36:161-187.
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4. Estudios de absorcion de contaminantes perjudiciales
del aire a través de la piel

Debido a la importancia de la exposicion dérmica a HAPs, se han realizado
numerosos estudios en los que se evalia la absorcién cutanea de dichos
compuestos. Dependiendo de las necesidades del estudio, se han realizado ensayos
in vivo o in vitro. Como se ha explicado anteriormente, los estudios in vivo
generalmente se realizan con animales y raramente con humanos, sin embargo, por
cuestiones éticas se estd tratando de minimizar este tipo de estudios. Con este
objetivo, se estan desarrollando métodos in vitro. Estos estudios se centran en el
uso de celdas de Franz, empleando como membranas piel humana o de animal, asi
como simulantes de piel. También hay que destacar que la naturaleza de la fase
donadora varia de unos estudios a otros, pudiendo ser desde una fase gaseosa a
una soluciéon acuosa, disolvente puro, disolucién en disolventes organicos,
formulaciones, etc. A continuacién, se comentan algunos de los estudios de
permeabilidad llevados a cabo para evaluar la absorcién dérmica de distintos HAPs.

Algunos investigadores han llevado a cabo estudios in vivo en humanos y animales
de experimentacion para evaluar la absorcién dérmica de HAPs como los
BTEX, estireno, hexano, percloroetileno, 1,2-dichloroethane, cloroformo,
tricloroetileno, 1,1,1-tricloroetano, tetracloruro de carbono y tetracloroetileno,
entre otros, 206 207, 208

En un estudio se evalud la absorcién dérmica de benceno en humanos mediante
aplicacion de disolvente puro sobre la piel del antebrazo o las palmas de las manos,
y posterior analisis de orina tomada a distintos tiempos de exposicidon. Este se
centré en obtener el porcentaje de absorcion del benceno, en lugar del flujo
molecular del mismo, obteniendo valores de absorcion total de 0.07 + 0.04 % para
la exposicion del antebrazo, y 0.13 + 0.04 % para la exposicién de la palma de la

206 McDougal, J. N., Jepson, G. W., Clewell Ill, H. J., et al. Dermal Absorption of Organic Chemical Vapor in Rats and
Humans. Fundamental and Applied Toxicology. 1990; 14:299-308.

207 Modjtahedi, B. S., Maibach, H. I. In vivo percutaneous absorption of benzene in man: Forearm and palm. Food
and Chemical Toxicology. 2008; 46:1171-1174.

208 Morgan, D. L., Cooper, S. W., Carlock, D. L., et al. Dermal Absorption of Neat and Aqueous Volatile Organic
Chemicals in the Fischer 344 Rat. Environmental Research. 1991; 55:51-63.
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mano. Estos valores de absorcidn corroboran las diferencias existentes entre la piel

de las distintas zonas del cuerpo humano.?®

Otros estudios, donde se emplearon ratas como animales de experimentacion,
evaluan la absorcion dérmica de benceno, tolueno, m-xileno, estireno,
percloroetileno y hexano. Estas fueron expuestas a vapores de los HAPs evaluados
y tras el andlisis de sangre extraida a distintos tiempos se obtuvieron valores de
flujo comprendidos entre 6.5 y 54.1 ug cm™? h,210

También se ha evaluado la absorcion dérmica de VOCs en ratas Fischer 344. Este
estudio se llevd a cabo mediante la aplicacidn dérmica de VOCs puros y en
disolucién acuosa, y tras la toma de muestras de sangre a distintos tiempos de
exposicion 'y su analisis se obtuvieron las correspondientes curvas de
permeabilidad. En ellas se puede observar que para todos los VOCs evaluados se
alcanzd el equilibrio en 24 h, excepto para benceno y 1,2-dicloroetano en los cuales
los niveles de concentracidn en sangre seguian aumentando transcurridas las 24 h
de exposicién.?

Otro estudio se centré en la evaluacion de la absorcion dérmica de cloroformo,
tricloroetileno y tetracloroetileno en cobayas sin pelo. Estas se introdujeron, a
través de un orificio que posteriormente se recubre con una capa de aluminio, en
una camara de exposicidon de 0.86 L, quedando la cabeza en el exterior. Asi el
cuerpo queda sumergido en la disolucidn donadora acuosa situada en el interior de
la cdmara, a 32 °C. Una vez realizado el experimento se analizaron todas las
muestras de orina y heces tomadas a lo largo de 4 semanas para determinar la

absorciéon dérmica de los VOCs radiomarcados previamente.?'?

Los estudios in vitro para evaluar la absorcién dérmica de compuestos de interés se
centran en el uso de celdas de Franz con superficies de exposicidn y volumen del
compartimento receptor variables. Como fase donadora generalmente se emplea
una disolucién tampdn salina a pH 7.4.

209 Modjtahedi, B. S., Maibach, H. I. In vivo percutaneous absorption of benzene in man: Forearm and palm. Food
and Chemical Toxicology. 2008; 46:1171-1174.

210 McDougal, J. N., Jepson, G. W., Clewell Ill, H. J., et al. Dermal Absorption of Organic Chemical Vapor in Rats and
Humans. Fundamental and Applied Toxicology. 1990; 14:299-308.

211 Morgan, D. L., Cooper, S. W., Carlock, D. L., et al. Dermal Absorption of Neat and Aqueous Volatile Organic
Chemicals in the Fischer 344 Rat. Environmental Research. 1991; 55:51-63.

212 Bogen, K. T., Colston, B. W., Jr. Colston, et al. Dermal absorption of dilute aqueous chloroform,
trichloroethylene, and tetrachloroethylene in hairless guinea pigs. Fundamental and Applied Toxicology. 1992;
18(1):30-39.
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En la Tabla 2 aparecen recogidos algunos estudios de absorcién dérmica previos a
esta tesis. En ellos se evalua la absorcién dérmica de contaminantes perjudiciales
del aire mediante el uso de celdas de Franz. La naturaleza de la fase donadora varia
en funcién de las necesidades del estudio, empledndose disolventes puros,
disoluciones acuosas de los compuestos evaluados, distintos tipos de
formulaciones, disoluciones en solventes organicos, etc. Algunos estudios emplean
como membrana piel humana procedente de cirugias,21 214 215 216 217 sin embargo,
otros utilizan piel de animales como el cerdo,® ratas,220 o cobayas.?2
Generalmente, a las membranas procedentes de piel humana o animal se les suele
realizar un tratamiento previo a la piel empleada, donde se elimina el pelo, la grasa
y se ajusta el grosor de la misma. Ademas de estas membranas, otro estudio emplea
simulantes de piel como las membranas Strat-M®,222 las cuales no requieren la
etapa previa de acondicionamiento. Las membranas situadas en las celdas de Franz
se exponen a los contaminantes evaluados, y se realizan tomas de muestra de la
disolucidén receptora a distintos tiempos de exposiciéon. El volumen de las muestras
tomado se reemplaza inmediatamente con disolucion receptora fresca. Tras el
andlisis de estas muestras, se obtienen las correspondientes curvas de
permeabilidad para cada uno de los HAPs evaluados, a partir de las cuales se
obtienen pardmetros de permeabilidad como el flujo y el tiempo de latencia.

213 Adami, G., Larese, F., Venier, M., et al. Penetration of benzene, toluene and xylenes contained in gasolines
through human abdominal skin in vitro. Toxicology in Vitro. 2006; 20(8):1321-1330.

214 Blanck, I. H., McAuliffe, D. J. Penetration of Benzene Through Human Skin. The Journal of Investigative
Dermatology. 1985; 85(6):522-526.

215 Frasch, H. F. Barbero, A. M. In vitro human skin permeation of benzene in gasolina: effects of concentration,
multiple dosing and skin preparation. Jouranl of Exposure Science & Environmental Epidemiology. 2018; 28:193-
201.

216 7orin, S. Kuylenstierna, F., Thulin, H. In Vitro Test of Nicotine’s Permeability through Human Skin. Risk Evaluation
and Safety Aspects. The Annals of Occupational Hygiene. 1999; 43(6):405-413.

27 Haq, A., Goodyear, B., Ameen, D., et al. Strat-M® synthetic membrane: Permeability comparison to human
cadaver skin. International Journal of Pharmaceutics. 2018; 547:432-437.

218 5chenk, L., Rauma, M., Fransson, M. N., et al. Percutaneous absorption of thirty-eight organic solvents in vitro
using pig skin. PLos ONE. 2018; 13(10):1-16.

219 McDougal, J. N., Pollard, D. L., Weisman, W., et al. Assessment of Skin Absorption and Penetration of JP-8 Jet
Fuel and Its Components. Toxicological Sciences. 2000; 55:247-255.

220 Nan, L., Liu, C., Li, Q., et al. Investigation of the enhancement effect of the natural transdermal permeation
enhancers from Ledum palustre L. var. Angustum N. Busch: Mechanistic insight base don interaction among drug,
enhancers and skin. European Journal of Pharmaceutical Sciences. 2018; 124:105-113.

221 Frasch, H. F., Barbero, A. M., Alachkar, H., et al. Skin Penetration And Lag Times Of Neat And Aqueous Diethyl
Phthalate, 1,2-Dichloroethane And Naphtalene. Cutaneous and Ocular Toxicology. 2007; 26(2):147-160.

222 Jchida, T., Kadhum, W. R., Kanai, S., et al. Prediction of skin permeation by chemical compounds using the
artificial membrane, Strat-M™. European Journal of Pharmaceutical Sciences. 2015; 67:113-118.
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Tabla 2. Pardmetros de permeabilidad de HAPs y condiciones experimentales de estudios in vitro.

J tiag

Compuesto Solucion donadora Membrana 2 A Referencia
(ug cm2 h?) (min)
Gasolina Piel
- - 223
(0.4-1.1 %) humana 12 LY
Puro 1835
Vapor 905
o .
Benceno Agua (0.2 %) Piel 190 i 224
Disolventes humana 43-165
organicos (5 %)
Gasolina (5 %) 61
Gasolina (0.8-10 %) Piel 9-106 7-14 225
Puro humana 566 35
Gasolina Piel 223
(6-11 %) humana 2-6 76-119
Tolueno Puro e 380 27 228
cerdo
Combustible . 27
(0.06 %) Piel de rata 0.5 30
Puro Piel de 124 148 226
. cerdo
Etilbenceno Combustible
i 227
(0.15 %) Piel de rata 0.4 30
m-xileno Puro e 63 69 226
cerdo
Gasolina Piel
5-1. 136-154 223
. (9-14 %) humana 0.5-1.0 36-15
Xilenos Combustible
Pi | 3 227
(0.6 %) iel de rata 0.8 30

223 Adami, G., Larese, F., Venier, M., et al. Penetration of benzene, toluene and xylenes contained in gasolines
through human abdominal skin in vitro. Toxicology in Vitro. 2006; 20(8):1321-1330.

224 Blanck, 1. H., McAuliffe, D. J. Penetration of Benzene Through Human Skin. The Journal of Investigative
Dermatology. 1985; 85(6):522-526.

225 Frasch, H. F. Barbero, A. M. In vitro human skin permeation of benzene in gasolina: effects of concentration,
multiple dosing and skin preparation. Jouranl of Exposure Science & Environmental Epidemiology. 2018; 28:193-
201.

226 Schenk, L., Rauma, M., Fransson, M. N., et al. Percutaneous absorption of thirty-eight organic solvents in vitro
using pig skin. PLos ONE. 2018; 13(10):1-16.

227 McDougal, J. N., Pollard, D. L., Weisman, W., et al. Assessment of Skin Absorption and Penetration of JP-8 Jet
Fuel and Its Components. Toxicological Sciences. 2000; 55:247-255.
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*Continuacion de la Tabla 2.

Compuesto Solucion donadora  Membrana J_ } t'?g Referencia
(ug cm2 hl) (min)
Pura Piel 82 5-20
Agua (1-50 %) . 88-1341 5-18 228
Etanol (8-20 %) 6-12 5-15
Piel
.. Formulaciones en '€ 6-21
Nicotina ropilenglicol (1 %) humana - 229
propiieng ' strat-me 157-338
Pura . 175 116
. laci Piel 230
ormulaciones
humana o -
(25 %) 4-130 97-498
. Disolvente organico . 1
p-cimeno (10 %) Piel de rata 29020 233
Ftalato de Puro Piel de 12-24 25-38 23
dietilo Agua saturada cobaya 23 77
Puro Piel de 3842-6280 2-7
1,2-Dicloet 232
Icloetano Agua saturada cobaya 1076 7
Puro piel de 8- 30 49-121 -
Naftaleno Agua saturada cobaya 13.61 58
Combustible
H 233
(0.26 %) Piel de rata 1.04 30

Los parametros de permeabilidad obtenidos para cada uno de estos compuestos
varian significativamente entre los distintos estudios. Esto se debe a las distintas
condiciones en las que se desarrollan cada uno de ellos, principalmente a la
naturaleza de la membrana (humana, animal o sintética), asi como a la naturaleza
de la disolucién donadora (disolvente puro, solucién organica, formulaciones, etc.).

228 70rin, S. Kuylenstierna, F., Thulin, H. In Vitro Test of Nicotine’s Permeability through Human Skin. Risk Evaluation
and Safety Aspects. The Annals of Occupational Hygiene. 1999; 43(6):405-413.

222 Haq, A., Goodyear, B., Ameen, D., et al. Strat-M® synthetic membrane: Permeability comparison to human
cadaver skin. International Journal of Pharmaceutics. 2018; 547:432-437.

230 Frasch, H. F., Barbero, A. M. In vitro human epidermal permeation of nicotine from electronic cigarette refill
liquids and implication for dermal exposure assessment. Journal of Exposure Science and Environmental
Epidemiology. 2016; 27(6):618-624.

21 Nan, L., Liu, C., Li, Q., et al. Investigation of the enhancement effect of the natural transdermal permeation
enhancers from Ledum palustre L. var. Angustum N. Busch: Mechanistic insight base don interaction among drug,
enhancers and skin. European Journal of Pharmaceutical Sciences. 2018; 124:105-113.

232 Frasch, H. F., Barbero, A. M., Alachkar, H., et al. Skin Penetration And Lag Times Of Neat And Aqueous Diethyl
Phthalate, 1,2-Dichloroethane And Naphtalene. Cutaneous and Ocular Toxicology. 2007; 26(2):147-160.

233 McDougal, J. N., Pollard, D. L., Weisman, W., et al. Assessment of Skin Absorption and Penetration of JP-8 Jet
Fuel and Its Components. Toxicological Sciences. 2000; 55:247-255.
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5. Cosméticos antipolucion

Como se ha mencionado anteriormente, la piel estd constantemente expuesta a
factores externos, lo que tiene un gran impacto sobre ésta y en definitiva sobre la
salud. Por este motivo, en los ultimos afios, la concienciacién y preocupacion de la
sociedad con respecto a los niveles de polucién del aire y su efecto sobre la salud
se ha incrementado de forma notable.’®® Un resultado directo de dicha
preocupacion es la aparicion en el mercado de productos cosméticos antipolucion,
destinados a combatir el efecto de la polucién ambiental. Sin embargo, el desarrollo
de productos cosméticos antipolucidon que sean realmente efectivos es un gran
desafio.

El primer paso en el desarrollo de productos cosméticos antipolucion de elevada
eficacia es entender los diferentes factores ambientales implicados y los
mecanismos mediante los que afectan a la piel y/o la salud. En general, se considera
una estrategia adecuada en el desarrollo de productos antipolucidn la que implica
reducir o eliminar el grado de penetracidn de los contaminantes, proteger frente a
sus mecanismos de accion y restaurar los posibles danos causados en la piel
(prevenir, proteger, restaurar) 2*°, En este sentido, se puede sobreentender que el
primer nivel de proteccidn consiste en evitar o reducir al maximo el contacto y la
absorcion de los contaminantes atmosféricos con la piel, generando una barrera
adicional mediante productos poliméricos (formadores de barrera). Por tanto, las
formulaciones de estos cosméticos antipolucién se centran principalmente en el
uso de principios activos con las siguientes funciones:

- Formadores de barrera o filmdgenos: tienen la capacidad de formar una
pelicula sobre la superficie de la piel previniendo asi el contacto de la piel
con los contaminantes atmosféricos. Suelen ser compuestos que producen
un aumento de los factores de consistencia de los cosméticos y por tanto
en la viscosidad de los mismos.?%

234 European Environment Agency, 2017 https://www.eea.europa.eu/themes/air/intro Acceso noviembre 2020.
235 Mistry, N. Guidelines for Formulating Anti-Pollution Products. Cosmetics. 2017; 4 (57): 1-16.

236 Robles Velasco, M. V., Sauce, R., de Oliveira, C. A., et al. Active ingredients, mechanisms of action and efficacy
tests of antipollution cosmetic and personal care products. Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences. 2018; 5:1-
8.
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- Fotoprotectores: absorben la radiacion ultravioleta para proteger la piel
frente a los efectos negativos provocados por dicha radiacion
(quemaduras, dafios celulares, enfermedades dermatoldgicas, etc.). 37 238

- Antioxidantes: reducen el estrés oxidativo y las ROS, restaurando la piel

dafiada.??

Lo ideal seria un cosmético que combine estos objetivos para asi obtener una buena
capacidad de defensa frente a contaminantes ambientales. Generalmente, la
formulacién de cosméticos antipolucidn no se centra en el uso de un Unico activo,
sino que se emplean como ingredientes productos elaborados mediante mezclas
de proporciones determinadas de estos activos con el fin de obtener un cosmético
capaz de prevenir, proteger y/o reparar la piel.?*’ En la Tabla 3 se muestran algunos
principios activos empleados en la formulacién de cosméticos antipolucion,
clasificados segun su funcion principal. Por ejemplo, algunos principios activos
como los polisacaridos de elevado peso molecular entre los que se encuentran la
goma xantana,?! la goma de biosacdrido-4, el chitosan,2 etc.,, o polimeros

formadores como la silicona, acrilatos,?*® dimeticona, estearatos, etc.?*

poseen la
capacidad de generar en la piel una capa adicional, la cual actia de barrera,
dificultando asi la absorcién dérmica de contaminantes atmosféricos. Otros, como
el diéxido de titanio, 6xido de zinc,2s minerales del Mar-Muerto, 246 extractos del

Himalaya,?#” etc. son principios activos con funcién fotoprotectora. Sin embargo,

237 Robles Velasco, M. V., Sauce, R., Areias de Oliveira, C., et al. Active ingredients, mechanisms of activation and
efficacy tests of antipollution cosmetic and personal care products. Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences.
2018; 54:1-8.

238 Krutmann, J., Liu, W., Li, L., et al. Pollution and skin: From epidemiological and mechanistic studies to clinical
implications. Journal of Dermatological Science. 2014; 76:163-168.

239 Sjlva, S., Ferreira, M., Oliveira, A. S., et al. Evolution of the use of antioxidants in anti-ageing cosmetics.
International Journal of Cosmetic Science. 2019; 41:378-386.

240 Richard, F., Creusot, T., Catoire, S., et al. Mechanisms of pollutant-induced toxicity in skin and detoxification:
Anti-pollution strategies and perspectives for cosmetic products. Annales Pharmaceutiques Frangaises. 2019;
77(6):446-459.

241 Singhvi, G., Hans, N., Shiva, N., et al. Natural Polysaccharides in Drug Delivery and Biomedical Applications,
Elsevier; 2019.

242 Kanlayavattanakul, M., Lourith, N. Biopolysaccharides for Skin Hydrating Cosmetics. Springer; 2015.

243 Garaud, J. L., Baillet, H., Dupraz, E., et al. Silicones as materials with potential to reduce pollution particle
adhesién on skin. IFSCC. 2015

244 Mittal, K. L., Etzler, F. M. Adhesion in Pharmaceutical Biomedical and Dental Fields. Scrivener Publishing. 2017.
245 Garnacho Saucedo, G. M., Salido Vallejo, R., Moreno Giménez, J. C. Effects of solar radiation and an update on
photoprotection. Anales de pediatria. 2020; 92(6):377.e1-377.e9.

26 portugal-Cohen, M., Soroka, Y., Ma‘or, Z., et al. Protective effects of a cream containing Dead Sea minerals
against IVB-induced stress in human skin. 2009; 18(9):781-788.

247 Wineman, E., Portugar-Cohen, M., Soroka, Y., et al. Photo-damage protective effect of two facial products,
containing a unique complex of Dead Sea minerals and Himalayan actives. Journal of Cosmetic Dermatology. 2012;
11:183-192.
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otros principios activos como el extracto de chia, el extracto de té blanco,y las
cumarinas®® tienen la capacidad de restaurar la piel gracias a sus propiedades
antioxidantes.

También hay que destacar que el estado de la piel es determinante en el modo en
qgue los contaminantes afectan a la misma. Es decir, una piel sana se verd menos
afectada que una piel dafiada, por lo que también resulta esencial mantener la piel
sana, hidratada, firme, etc.??

248 Qu, D., Saito, L. L. Chia Seed Extract and Related Method of Manufacture. United States; US8846117 B2. 2014.
249 de Lima Cherubim, D. J., Buzanello Marins, C. V., Oliveira Farifia, L. et al. Polyphenols as natural antioxidants in
cosmetics applications. Journal of Cosmetic Dermatology. 2019; 19(1):15.

250 Worachartcheewan, A., Prachayasittikil, V., Prachayasittikul, S., et al. Rational design of novel coumarins: a
potential trend for antioxidants in cosmetics. EXCLI Journal. 2020; 19:209-226.

%1 |nstituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo. NTP 697: Exposicion a contaminantes quimicos por via
dérmica. Ministerio de Trabajo y Asuntos Sociales, Gobierno de Espafia. 2018
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Tabla 3. Principios activos empleados en formulaciones de cosméticos antipolucion.

Funcién Principio activo Composicion Referencia
Goma de biosacdrido-4y  Polisacérido de elevado peso Jo
1,2-hexanodiol molecular
Aceite de chia Aceite vegetal 253
Goma de Polisacarido anidnico de -
biosacarido-4 elevado peso molecular
Formador Chitosén Polisacdrido de elevado peso 254
de barrera molecular
(filmégeno) Goma xantana Polisacarido anionico 25
Talco Mineral 256
Silicona Polimero 257
Acrilatos Polimero 257
Dimeticona Polimero 228
Estearatos Polimero 258
Didxido de titanio Compuesto inorganico 25)
Oxido de zinc Compuesto inorganico 259
Minerales del
Fotoprotector
Mar Muerto-agua Mineral 232,260,261
enriquecida
Extractos del Himalaya Extracto 261
Extracto de chia Extracto 25
Antioxidante Extracto de té blanco Extracto 262
Cumarinas Compuesto organico 2es

252 portugal-Cohen, M., Oron, M., Cohen, D., et al. Antipollution skin protection — a new paradigm and its
demonstration on two active compounds. Clinical, Cosmetic and Investigational Dermatology. 2017; 10:185-193.
253 Qu, D., Saito, L. L. Chia Seed Extract and Related Method of Manufacture. United States; US8846117 B2. 2014.
254 Kanlayavattanakul, M., Lourith, N. Biopolysaccharides for Skin Hydrating Cosmetics. Springer; 2015.

255 Singhvi, G., Hans, N., Shiva, N., et al. Natural Polysaccharides in Drug Delivery and Biomedical Applications,
Elsevier; 2019.

256 Hashizume, H. Adsorption of aromatic compounds in wéter by talc. ClayScience. 2009; 14:61-64

257 Garaud, J. L., Baillet, H., Dupraz, E., et al. Silicones as materials with potential to reduce pollution particle
adhesioén on skin. IFSCC. 2015

258 Mittal, K. L., Etzler, F. M. Adhesion in Pharmaceutical Biomedical and Dental Fields. Scrivener Publishing. 2017.
259 Garnacho Saucedo, G. M., Salido Vallejo, R., Moreno Giménez, J. C. Effects of solar radiation and an update on
photoprotection. Anales de pediatria. 2020; 92(6):377.e1-377.e9.

260 portugal-Cohen, M., Soroka, Y., Ma“or, Z., et al. Protective effects of a cream containing Dead Sea minerals
against IVB-induced stress in human skin. 2009; 18(9):781-788.

261 Wineman, E., Portugar-Cohen, M., Soroka, Y., et al. Photo-damage protective effect of two facial products,
containing a unique complex of Dead Sea minerals and Himalayan actives. Journal of Cosmetic Dermatology. 2012;
11:183-192.

262 de Lima Cherubim, D. J., Buzanello Marins, C. V., Oliveira Farifia, L. et al. Polyphenols as natural antioxidants in
cosmetics applications. Journal of Cosmetic Dermatology. 2019; 19(1):15.

263 \Worachartcheewan, A., Prachayasittikil, V., Prachayasittikul, S., et al. Rational design of novel coumarins: a
potential trend for antioxidants in cosmetics. EXCLI Journal. 2020; 19:209-226.
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5.1. Evaluacién de la efectividad de cosméticos antipolucién

Para el desarrollo adecuado de cosméticos antipolucion, es necesario el desarrollo
de ensayos apropiados que permitan la evaluacion de su efectividad. Es
fundamental que el disefio de estos estudios sea fiable y reproducible, ademads
deben realizarse en condiciones similares a las reales. No existe un protocolo
estandar disponible para la evaluacién de la efectividad antipolucién de un
principio activo.?®* Por ello, para determinar si el cosmético posee efectividad
antipolucidén es necesario conocer la naturaleza de los contaminantes, codmo acttan
sobre la piel y cdmo medir su efecto, de manera que se puedan determinar estos
cambios para asi evaluar si resultan o no significativos. Gracias a esta informacidn,
es posible el desarrollo de estudios de eficacia in vivo o in vitro de cosméticos
antipolucién.?®® En la Tabla 4 aparecen recogidas algunas de las metodologias
empleadas para evaluar la integridad de la piel antes y después de su exposicion a
contaminantes atmosféricos.

Los estudios in vivo se llevan a cabo directamente sobre la piel de personas
voluntarias, desarrolldndose en condiciones reales y obteniendo resultados fiables.
Permiten imitar condiciones reales, sin embargo, la interpretacion de los resultados
puede resultar mas complicada que en estudios in vitro, debido al nimero limitado
de voluntarios, asi como la gran variabilidad que existe entre ellos. Para estos
estudios es necesario que la piel quede expuesta a los contaminantes, lo cual podria
suponer un problema ético. En ocasiones, los voluntarios se seleccionan en funcidn
de su estilo de vida, por ejemplo, personas que se encuentran durante un tiempo
considerable expuestos a elevadas concentraciones de contaminantes, como
pueden ser fumadores, operarios de industrias que puedan exponerse a un foco de
contaminantes, etc. Sin embargo, en otros casos es necesario aplicar

contaminantes de manera intencionada.?®

264 Richard, F., Creusot, T., Catoire, S., et al. Mechanisms of pollutant-induced toxicity in skin and detoxification:
Anti-pollution strategies and perspectives for cosmetic products. Annales Pharmaceutiques Frangaises. 2019;
77(6):446-459.

265 Robles Velasco, M. V., Sauce, R., Areias de Oliveira, C., et al. Active ingredients, mechanisms of activation and
efficacy tests of antipollution cosmetic and personal care products. Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences.
2018; 54:1-8.

266 Rembiesa, J., Ruxgas, T., Engblom, J., et al. The Impact of Pollution on Skin and Proper Efficacy Testing for Anti-
Pollution Claims. Cosmetics. 2018; 5(1):1-9.
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Tabla 4. Técnicas para la evaluacion de la integridad de la piel antes y después de su exposicion a
contaminantes atmosféricos.

; Evaluacion de la .
Agentes externos Método ) . . Referencia
integridad de la piel

Irritates (material

X . . in vivo Fotografia 2ud
particulado, tensioactivos)
Humo de tabaco in vivo Analisis de marcadores 268
0zono, radiacion UV, in vivo e L
. L Analisis de marcadores 2
humo de cigarrillo in vitro
Material particulado, L Evaluacion de la
L in vitro . 270
PAH, radiacion UV estructura de la piel

o Evaluacion de la
Ozono in vitro . 27
estructura de la piel

L Evaluacién de la
PAH in vitro . 272
estructura de la piel

. L Anélisis de marcadores y evaluacion
Radiacién UV in vitro ) 273
de la estructura de la piel
Material particulado L Anédlisis de marcadores y evaluacién
in vitro . 274
y metales pesados de la estructura de la piel
Anédlisis de marcadores
Radiacién UV in vitro Profundidad de las arrugas 275
Hidratacion de la piel
Evaluacion de las

Material particulado in vitro ] ) 276
proteinas de la piel

267 Schlay, S., Slotta, U. Efficient Skin Protection Against Negative Environmental Influences by Breathable, Vegan
Silk Polypeptides. Sofw Journal. 2016; 142:14-19.

268 Bjelfeldt, S., Boehling, A., Springmann, G., et al. Pollution Protection and the Skin-Testing Strategies. Household
and Personal Care Today. 2016; 11(5):18-21.

269 Pham, D. M., Boussouira, B., Moyal, D., et al. Oxidization of squalene, a human skin lipid: a new and reliable
marker of environmental pollution studies. International Journal of Cosmetic Science. 2015; 37:357-365.

270 Soeur, J., Belaidi, J.P., Chollet, C., et al. Photo-pollution stress in skin: Traces of pollutants (PAH and particulate
matter) impair redox homeostasis in keratinocytes exposed to UVAL. Journal of Dermatological Science. 2017;
86:162-169.

271 Cotovio, J., Onno, L., Justine, P., et al. Generation of oxidative stress in human cutaneous models following in
vitro ozone exposure. Toxicology In Vitro. 2001; 15:357-362.

272 Qiao, Y., Li, Q., Du, H.Y., et al. Airborne polycyclic aromatic hydrocarbons trigger human skin cells aging through
aryl hydrocarbon receptor. Biochemical Biophysical Research Communications. 2017; 488:445-452.

273 portugal-Cohen, M., Soroka, Y., Ma‘or, Z., et al. Protective effects of a cream containing Dead Sea minerals
against UVB-induced stress in human skin. Experimental Dermatology. 2009; 18:781-788.

274 portugal-Cohen, M., Oron, M., Cohen, D., et al. Antipollution skin protection-a new paradigm and its
demonstration on two active compounds. Clinical, Cosmetic and Investigational Dermatology. 2017; 10:185-193.
275 Wineman, E., Portugal-Cohen, M., Soroka, Y., et al. Photo-damage protective effect of two facial products,
containing a unique complex of Dead Sea minerals and Himalayan actives. Journal of Cosmetic Dermatology. 2012;
11:183-192.

2761j, Q., Kang, Z., Jiang, S., et al. Effects of Ambient Fine Particles PM2.s on Human HaCaT Cells. International Journal
of Environmental Research and Public Health. 2017; 14(1):1-10.
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Una de las técnicas in vivo empleadas para la evaluacién de la efectividad
antipolucién de cosméticos consiste en el andlisis de fotografias de la piel antes y
después de la aplicacidn del cosmético y la exposicion dérmica a los contaminantes
como material particulado, tensioactivos y otros compuestos capaces de generar
una respuesta inflamatoria de la piel. ?’” Otras técnicas se centran en el analisis de
marcadores, como son el monohidroperdxido de escualeno y el malondialdehido,
para medir el estrés oxidativo de la piel, ya que ambas sustancias aumentan
durante la oxidacién de los lipidos cutaneos como consecuencia de la exposicidn de
contaminantes atmosféricos, entre ellos los HAPs procedentes del humo del
tabaco, el ozono y la radiacion UV. 27827

Los diferentes estudios in vitro para evaluar la integridad de la piel se centran en
evaluar el efecto de los contaminantes ambientales, como la radiacion UV, material
particulado, ozono, PAHs, y otros HAPs, sobre la estructura de la piel empleando

y
fibroblastos humanos;?? asi como en el andlisis de marcadores especificos. Este

queratinocitos epidérmicos humanos, modelos de piel reconstituida 28% 28

tipo de estudios pueden emplearse para determinar la efectividad de productos
cosméticos antipolucién mediante comparacién de la integridad de la piel en
muestras con cosmético y controles sin el mismo. Algunos de los marcadores
evaluados mas relevantes son los marcadores de inflamacidn como las
interleucinas, prostaglandinas, o factores transformadores del crecimiento, los
cuales son analizados mediante ensayos ELISA. 28 28 Para evaluar la integridad de
la piel se emplean ensayos como la determinacidn caspasa 3, ya que se trata de una
encima indicadora de apoptosis celular, o el ensayo de actividad mitocondrial

277 Schlay, S., Slotta, U. Efficient Skin Protection Against Negative Environmental Influences by Breathable, Vegan
Silk Polypeptides. Sofw Journal. 2016; 142:14-19.

278 Bjelfeldt, S., Boehling, A., Springmann, G., et al. Pollution Protection and the Skin-Testing Strategies. Household
and Personal Care Today. 2016; 11(5):18-21.

27 Pham, D. M., Boussouira, B., Moyal, D., et al. Oxidization of squalene, a human skin lipid: a new and reliable
marker of environmental pollution studies. International Journal of Cosmetic Science. 2015; 37:357-365.

280 Soeur, J., Belaidi, J.P., Chollet, C., et al. Photo-pollution stress in skin: Traces of pollutants (PAH and particulate
matter) impair redox homeostasis in keratinocytes exposed to UVAL. Journal of Dermatological Science. 2017;
86:162-169.

281 Cotovio, J., Onno, L., Justine, P., et al. Generation of oxidative stress in human cutaneous models following in
vitro ozone exposure. Toxicology In Vitro. 2001; 15:357-362.

282 Qiao, Y., Li, Q., Du, H.Y., et al. Airborne polycyclic aromatic hydrocarbons trigger human skin cells aging through
aryl hydrocarbon receptor. Biochemical Biophysical Research Communications. 2017; 488:445-452.

283 portugal-Cohen, M., Soroka, Y., Ma‘or, Z., et al. Protective effects of a cream containing Dead Sea minerals
against UVB-induced stress in human skin. Experimental Dermatology. 2009; 18:781-788.

284 portugal-Cohen, M., Oron, M., Cohen, D., et al. Antipollution skin protection-a new paradigm and its
demonstration on two active compounds. Clinical, Cosmetic and Investigational Dermatology. 2017; 10:185-193.
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MTT.? Otras técnicas se centran en la evaluacién de las proteinas que conforman
la piel antes y después del periodo de exposicion a material particulado en
condiciones controladas; %° o en la determinacién de la pérdida de agua, asi como
de la conductividad de la piel. %7

En resumen, teniendo en cuenta toda esta informacién, los ensayos in vitro resultan
la opcidn mas adecuada para evaluar la efectividad de cosméticos antipolucién, no
solo por motivos éticos, sino también por los resultados que proporcionan, ya que
permiten el control de condiciones especificas. Sin embargo, no existe un protocolo

8 por lo que el desarrollo de nuevas

estandar disponible para dicho fin,?®
metodologias in vitro que permitan determinar la efectividad de cosméticos

antipolucidén es actualmente un objetivo de investigacion para la ciencia.

285 Wineman, E., Portugal-Cohen, M., Soroka, Y., et al. Photo-damage protective effect of two facial products,
containing a unique complex of Dead Sea minerals and Himalayan actives. Journal of Cosmetic Dermatology. 2012;
11:183-192.

26 1j,Q., Kang, Z., Jiang, S., et al. Effects of Ambient Fine Particles PM2.s on Human HaCaT Cells. International Journal
of Environmental Research and Public Health. 2017; 14(1):1-10.

287 Zhang, Q., Murawsky, M., LaCount, T., et al. Transepidermal water loss and skin conductance as barrier integrity
tests. Toxicology in Vitro. 2018; 51:129-135.

288 Richard, F., Creusot, T., Catoire, S., et al. Mechanisms of pollutant-induced toxicity in skin and detoxification:
Anti-pollution strategies and perspectives for cosmetic products. Annales Pharmaceutiques Frangaises. 2019;
77(6):446-459.
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La contaminacion ambiental es un problema global de gran importancia en la
actualidad. En concreto, la contaminacion urbana es uno de los principales peligros
para la salud humana, y en especial para la salud de la piel. Por este motivo, se esta
produciendo un incremento notable de la concienciacion y la preocupacion con
respecto a los niveles de contaminacién del aire y su efecto sobre la salud. La
aparicién de cosméticos antipolucion es el resultado de dicha preocupacién. Sin
embargo, el desarrollo de metodologias analiticas adecuadas para la evaluacion de
su efectividad es un gran desafio.

Por ello, el objetivo general de la presente Tesis Doctoral se centrard en el
desarrollo de métodos analiticos adecuados para evaluar la efectividad de
cosméticos antipolucién frente a dos grupos principales de HAPs: los VOCs y los
compuestos presentes en el humo de tabaco.

Este objetivo principal se puede desglosar en los siguientes objetivos especificos:

e Disefo, desarrollo y puesta a punto de una camara de migracién, que
permite la generacién de atmédsferas controladas en su interior, tanto en
condiciones de dosis infinitas como en condiciones de dosis finitas y semi-
infinitas.

e Diseflo y desarrollo de una celda vertical de Franz modificada para el
estudio de la migracién de compuestos organicos.

e Evaluacion de diferentes membranas sintéticas como simulantes de piel
humana.

e Puesta a punto de métodos analiticos para el andlisis de compuestos de
interés

e Evaluacion de la efectividad de los cosméticos antipolucion por
comparacion de estudios de migracidn en presencia o ausencia de
producto cosmético.

e Desarrollo de una maquina para fumar cigarrillos en el interior de la camara
de simulacién.
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1. Reactivos y materiales

Los reactivos benceno, tolueno, etilbenceno, o-xileno, m-xileno, p-xileno,
clorobenceno, nitrobenceno, 1,2-dicloroetano, bromodiclorometano, 1,2-
dibromoetano, bromoformo, naftaleno, estireno, p-cimeno, limoneno,
acenaftileno, 1-metilfenantreno, 2-metilantraceno y nicotina se han adquirido de
Scharlau (Barcelona, Espafia) y Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Estados Unidos). Como
patrén interno se empled tolueno-ds y nicotina-d, de Sigma-Aldrich. Los patrones y
las disoluciones empleadas se prepararon en acetona (con grado de anlisis de GC)
de Scharlau. Las sales de la disolucién de tampdn fosfato salino son de Scharlau. El
metanol, el acetato de amonio y el tampdn fosfato salino, empleados en la
preparacidon de fases moviles y patrones para el andlisis mediante LC, son de
Scharlau.

Las membranas PDMS con espesores comprendidos entre 0.5 y 3 mm han sido
suministrados por TOVSI (Valencia, Espafia), y las membranas Strat-M® son del
proveedor Millipore (Termecula, MA, Estados Unidos).

Los cigarrillos, de marca estadounidense, se han obtenido en estancos.

2. Camara de simulacion

La evaluacidon de la exposicién dérmica a posibles contaminantes perjudiciales del
aire, se ha desarrollado en una camara de simulacion que permite generar
atmodsferas controladas en su interior. Se trata de una campana cerrada de
laboratorio, modelo HZ08252 de Bruker (Billerica, MA, Estados Unidos), ubicada en
un laboratorio de 50 m? con una temperatura controlada de 24 + 2 °C. Esta formada
por una base metalica y paredes y techo de polimetilmetacrilato, con un volumen
interno de 640 L aproximadamente (Figura 15). En el interior de la cdmara se
introdujo un flujo de aire limpio y seco, obtenido de un compresor con filtros de
humedad y carbdn activo. El flujo de aire se ha regulado con una llave de paso, un
manorreductor y un rotametro de bola MPB1200 de MPB Industries (Kent, Reino
Unido) calibrado mediante un flujdmetro de burbuja de volumen elevado (800 mL).
En su interior posee dos ventiladores de 120 mm de didmetro de aspa y unas
dimensiones de 140x120x75 mm. Cuenta con un orificio de 105 mm de didmetro,
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conectado mediante una serie de tubos de aluminio de 100 mm de diametro a un
sistema de extraccidn con filtros.

Para la introduccién de contaminantes en el interior de la camara en condiciones
de dosis infinita, se dispone de una bomba isocratica de un instrumento de
cromatografia liquida (LC) HP 1050 de Hewlett-Packard (Palo Alto, CA, Estados
Unidos), situada en el exterior de la misma, conectada directamente al conducto
de aire limpio y seco mediante un conector en T de vidrio transparente (Figura 16).
De esta manera, el flujo de aire, perpendicular y mucho mayor al flujo de
contaminantes introducidos, evapora completamente la disolucion de
contaminantes introduciéndolos hacia el interior de la cdmara de simulacién en
estado gaseoso.

Extractor

Camara de simulacion

Llave de paso

Bomba de LC

Manorreductor
Muestreo activo

Figura 15. Esquema de la cdmara de simulacion empleada para la generacion de una atmdsfera
controlada.
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. e ot

Figura 16. Conexion en T de cristal transparente.

Para la introduccién de los contaminantes organicos en condiciones de dosis finita,
la cdmara dispone de una maquina de fumar que consta de una mini bomba de
vacio de diafragma, modelo Laboports, de VWR International (Radnor, PA, Estados
Unidos), con un caudal de 5.5 L min™. La bomba de vacio se encuentra conectada a
tres cigarrillos mediante tubos de silicona de 10 mm de didmetro interno vy
accesorios de manguera de 3 vias, asi como una trampa de vacio (Figura 17).

Ademas, se han introducido una serie de dispositivos de monitoreo de aire en el
interior de la cdmara, que incluyen un anemdémetro multifuncién de flujo de aire
TA465-P de TSI (Shoreview, MN, Estados Unidos), equipado con tecnologia de
espectroscopia infrarroja, para medir la concentracion de CO,, y CO, asi como la
temperatura y la humedad relativa, un detector de particulas modelo CEL-712
Microdust Pro de Casella Cel (Kempston, Reino Unido) con un sensor fotoeléctrico
para determinar la concentracion de PM suspendido en el aire. Se empled un
contador de particulas modelo Airy Technology P311 (Stoughton, MA, USA), para
determinar la cantidad de PM en funcidn del tamafio de particula, y un detector de
VOCs modelo PhoCheck Tiger de lon Science (Laubach, Alemania). Todos los
dispositivos fueron previamente calibrados y empleados tras su estabilizacion.
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A) Camara de simulacion

B) Maquina de fumar

Figura 17. Esquema (A) de la cdmara de simulacion desarrollada y maquina de fumar (B) empleada
para el desarrollo de estudios de absorcion dérmica de compuestos orgdnicos perjudiciales

procedentes del humo de tabaco.
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3. Estudios de absorcién dérmica en la cAmara de
simulacion

Los estudios de absorcién dérmica in vitro, generalmente se llevan a cabo
empleando dispositivos de migracidn similares a las celdas de difusién vertical,
segln el método de Franz. ¥ Las celdas de difusién de Franz asi como las celdas
de Franz modificadas son probablemente las configuraciones mas utilizadas para
estudios de absorcion dérmica. Asi pues, se han empleado celdas de Franz
modificadas con membranas de PDMS y Strat-M® de 14 mm de didmetro y 0.7 cm?
de superficie expuesta, y PBS a pH 7.4 como disolucion receptora (Figura 18).

Membrana sintética
@=0.7 cm?

Disolucion
receptora
12 mL PBS
(pH 7.4)

')

Agitador magnético

Figura 18. Esquema de la celda de Franz modificada empleada en este estudio.

El compartimento donador se corresponde con la atmésfera simulada en el interior
de la camara, y el compartimento receptor esta formado por 12 mL de PBS a
pH 7.4, que se mantienen a una temperatura de 24 °C mediante el control de la
temperatura del exterior. El drea de difusion de la membrana simulante de piel es
de 0.7 cm™. Asi, los dispositivos de migracién se introducen en el interior de la
camara durante distintos tiempos de exposicién. La disoluciéon receptora se
homogeniza gracias al uso de agitadores magnéticos recubiertos de Teflén. Una vez
transcurrido el tiempo de exposicion, los dispositivos de migracién se retiran del

289 Franz, T. J. Percutaneous absorption: on the relevance of in vitro data. Journal of Investigative Dermatology.
1975; 64(3):190-195.
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interior de la cdmara, se cierran herméticamente y se almacenan a 4 °C para evitar
la evaporacién de los contaminantes evaluados, hasta su posterior analisis.

La determinacion cuantitativa de los contaminantes que difunden a través de los
simulantes de piel se realiza mediante GC-MS por inyeccion directa, HS-GC-MS y
LC-MS (ver siguientes apartados para condiciones especificas), en funcion de las
caracteristicas fisico-quimicas de los analitos, tras diferentes tiempos de
exposicion, entre 0.5 y 24 h, obteniendo asi los perfiles de absorcion
correspondientes a cada analito.

4. Evaluacion de la efectividad de cosméticos antipolucién
frente a compuestos organicos perjudiciales

Una vez obtenidos los perfiles de absorcidn de los compuestos organicos evaluados,
se procedid a la evaluacidn de la efectividad de cosméticos anti-polucion. Para ello,
se aplicé de forma homogénea 2 mg de producto por cm? de membrana expuesta,
guedando esta cara de la membrana en contacto con la atmésfera contaminada.
Ademas, se han realizado experimentos de control empleando membranas Strat-
M® en las mismas condiciones, sin aplicacion de cosmético en la membrana.
Asimismo, en el exterior de la cdmara también se colocaron dispositivos de
migracién, con y sin cosmético, empleados como blancos, para confirmar la
ausencia de posibles contaminaciones. Finalmente, mediante comparaciéon de los
resultados obtenidos para controles y muestras de cosméticos, se ha determinado
la efectividad anti-polucién de los mismos.

5. Materias primas y cosméticos evaluados

Se ha evaluado la efectividad antipolucién de materias primas de cosméticos de
distintos tipos: extractos vegetales, péptidos, polisacaridos, aceites, filtros solares,
activos naturales y activos sintéticos. Ademds, se ha evaluado la efectividad
antipolucién de distintos cosméticos: crema hidratante antiarrugas, mascarilla,
serum, crema con SPF medio, cremigel antiedad, crema facial, agua mist, crema SPF
medio con activo antipolucién. Todas estas materias primas, asi como los productos
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cosmeéticos fueron proporcionados por los laboratorios de origen farmacéutico de
RNB S.L. (Valencia, Espaiia).

El cosmético antipolucion A es una crema para el cuidado diario de la piel (emulsién
viscosa) que protege de la radiacién solar y la luz azul, previniendo el
fotoenvejecimiento. Este cosmético reafirma, suaviza y reduce las arrugas gracias
al extracto de planta de paracress. Esta indicado para pieles sensibles por la
presencia de principios activos como el extracto de regaliz y moléculas bioactivas
de células madre del algoddn.

El cosmético antipolucion B es también una crema de textura rica (emulsién
viscosa) que suaviza y protege la piel de agentes externos como la contaminacion,
la radiacién solar (infrarrojo, UV y luz azul) y agentes antioxidantes, aumentando la
firmezay elasticidad de la piel a la vez que hidrata intensamente. Estas propiedades
para tratar y prevenir efectos ambientales adversos son proporcionadas por su
combinacion de principios activos que incluyen vitamina C, péptidos (carnosina y
oligopéptido-1), alantoina, pantenol y moléculas bioactivas de células madre del
algodon.

El cosmético antipolucidn C es una crema remodeladora del dvalo facial (emulsién
viscosa) que suaviza y protege la piel frente a agentes externos, aumentando la
firmeza y elasticidad de la piel. Estas propiedades para tratar y prevenir los efectos
ambientales adversos son proporcionadas por su combinacion de principios activos
gue incluyen acetato de tocoferilo, colageno hidrolizado, acido citrico y moléculas
bioactivas de células madre de algoddn y Lycium Barbarum y extractos de plantas
y algas que incluyen la fruta Caesalpinia Spinosa y Kappaphycus Alvarezii.

6. Determinacion de las propiedades fisicoquimicas de los
cosméticos evaluados

Las propiedades fisicoquimicas como la viscosidad, densidad, pH, conductividad e
indice de refraccién de los cosméticos estudiados se determinaron de la siguiente
manera. La viscosidad se obtuvo empleando un viscosimetro rotacional DV-III Ultra
de AMETEK Brookfiel (Middleboro, MA). La medicion se llevd a cabo durante 3
segundos, con una velocidad de rotacién de 50 rpm. La densidad se determiné con
un densimetro electréonico MDS-300 de Alfa Mirage (Tokio, Japdn). Se llend una
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jeringa de 3 mL con muestra y se llend la cubeta hasta que fluyd por la otra salida
(2 mL de muestra, aproximadamente). El pH se obtuvo empleando un medidor de
pH PHS-3B de TBT (Nanjing, China). Los valores de conductividad eléctrica se
midieron con un medidor de CE GLP-31 de Crison (Barcelona, Espaiia). El indice de
refraccion se midié con un refractdmetro RE40D de Mettler Toledo (Barcelona,
Espafia). Todos estos parametros de obtuvieron a una temperatura de muestra de
25 °C, y son el resultado del promedio de tres medidas independientes.

7. Determinacién de compuestos organicos perjudiciales
en la cAmara de simulacion mediante muestreo activo

Para determinar la concentracién real de HAPs en el interior de la cdmara, se ha
realizado muestreo activo empleando una bomba de muestreo modelo TUFF
Standard de Casella Measurements (Bedford, Reino Unido) y un reductor de flujo,
a 76 mL min! durante 30 segundos en el caso de condiciones de dosis infinitas y a
45 mL min durante 5 minutos en el caso de condiciones de dosis finitas, a través
del orificio sefialado en la Figura 15, el cual se encuentra cerrado a lo largo de los
experimentos excepto cuando se realiza muestreo activo. El flujo de la bomba se
calibré antes de cada muestreo con un flujdmetro ADM calibrado, de Agilent
Technologies (Palo Alto, CA, Estados Unidos). Dicho muestreo se ha realizado
empleando tubos de vidrio de desorcidon térmica (TD), con tapones de
perfluoroalcoxi-politetrafluoroetileno (PFA-PTFE), de PerkinElmer (Waltham, MA,
Estados Unidos). En su interior se introdujeron 150 mg de Tenax TA (malla 35-60)
de Alltech (Selmsdorf, Alemania). Antes de realizar el muestreo activo, los tubos
con Tenax se acondicionaron a 300 °C durante un periodo de 2 h, y posteriormente
se analizaron para comprobar que dicho procedimiento es eficaz. Para realizar el
muestreo activo, los tubos de desorcién térmica se acoplan a la bomba de muestreo
empleando un tubo de silicona. Una vez realizado el muestreo, los tubos de tapan
con tapones de PFA-PTFE y se almacenan a -20 °C hasta su andlisis mediante TD-
GC-MS. Para el analisis cuantitativo del muestreo activo realizado, se ha preparado
una curva de calibrado mediante la adicién directa de 10 L de disoluciones patrén
a 5 niveles de concentracion comprendidos entre 0.5y 100 ug mL™, para los analitos
de los estudios en condiciones infinitas y entre 10 y 400 pg mL™, para condiciones
finitas, lo que supondria una masa final de cada uno de los analitos en el interior
del tubo de Tenax en el intervalo de 0.005 a 1 pg y 0.1 y 4.0 Ug, para dosis infinitas
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y finitas, respectivamente. Ademas, también se adicionaron 10 |IL de una disolucién
de tolueno-ds de 10 pg mL™ lo que supondria una masa final de 0.1 g de patron
interno en el interior del tubo de Tenax.

Tanto los tubos de Tenax de patrones como de muestras, se analizan mediante
desorcion térmica empleando un equipo de TD modelo Turbo Matrix series TD de
Perkin ElImer acoplado a un detector de trampa iénica modelo Trace GC-Polaris Q
MS de Finningan (Waltham, MA, Estados Unidos), y equipado con una columna
capilar HP-5MS (30 m, 0.25 mm, 0.25 pm) de Agilent Technologies.

La desorcion térmica se llevd a cabo a 260 °C durante 20 min empleando un flujo
de helio de 75 mL min™. Los analitos desorbidos se transfieren a una trampa fria de
Tenax a -10 °C sin divisidn de flujo. Posteriormente, se realiza una desorcién rapida
de la trampa a 270 °C a 99 °C s? y los analitos se desorben y se transfieren
directamente a la columna cromatografica usando una temperatura de la linea de
transferencia de 275 °C, y con una division de flujo de 1:15. Las condiciones
cromatograficas empleadas consisten en una temperatura inicial de 40 °C que se
mantienen durante 8 min, posteriormente se aplica una rampa de temperatura de
20 °C min! hasta 200 °C y finalmente se mantiene durante 2 min. La adquisicion se
realizd en modo full scan en el rango de masas de 50 a 200 m/z.

8. Determinacion de HAPs en la disolucion receptora
mediante GC-MS

La determinacion de VOCs se llevd a cabo mediante el analisis de las disoluciones
receptoras por HS-GC-MS o GC-MS por inyeccién directa, en funciéon de las
propiedades fisicoquimicas de los compuestos analizados. Para el analisis mediante
HS-GC-MS, se han introducido 5 mL de disolucidn receptora en un vial de 10 mL de
HS con una concentracién de 200 ng mL™ de patrdn interno (tolueno-ds), y se cerré
herméticamente. Como condiciones de HS se ha empleado una temperatura de 60
°C durante 20 min de calentamiento de la muestra. En el método de inyeccidn
directa, se ha llevado a cabo una extraccién liquido-liquido de 5 mL de la disolucidn
receptora con una concentracion de 20 ng mL de tolueno-ds, con 0.5 mL de hexano
y 2 minutos de agitacidn en vértex. Tras la extraccion, se introdujo la disolucidn de
la parte superior en un vial de vidrio de 2 mL con un inserto de 200 L en su interior
y se analizd mediante GC-MS.
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El sistema cromatografico empleado consta de un inyector de HS modelo 7697 A,
acoplado a un GC 7890 A de Agilent Technologies equipado con una columna capilar
Zebron ZB-5MS (30 m x 0.25 mm x 0.25 Um) y un detector de espectrometria de
masas (MS) de tipo cuadrupolo simple Agilent Technologies 5975Cinert XL EI/CI
MSD triple axial. El programa de temperaturas del horno consiste en una
temperatura inicial de 40 °C, mantenida durante 8 min, y una rampa de
temperatura de 20 °C min hasta 200 °C, mantenida durante 2 min. La temperatura
de inyeccidn es de 250 °C, empleando helio como gas portador a un flujo constante
de 0.8 mL min™. Las temperaturas de la fuente y la linea de transferencia son de
300y 250 °C, respectivamente. La ionizacidn por impacto electrdnico se realiza con
una energia de 70 eV.

9. Determinacion de nicotina en la disolucién receptora
mediante LC-MS-MS

La determinacidon de nicotina en la disolucién receptora se ha llevado a cabo
mediante LC-MS-MS. Para ello, se ha empleado un equipo UHPLC-MS, modelo
ACQUITY® TQD, de Waters (Milford, MS, Estados Unidos), con una columna
KINETEX C18 evo (50 x 2.1 mm, 1.7 um), de Phenomenex (Torrance, CA, Estados
Unidos). La fase movil empleada consiste en una disolucidn de acetato de amonio
50 mM en agua (A) y metanol (B). Se empled un gradiente de eluciéon de 5 a 95 %
de fase movil B en 2 minutos, con un caudal de 0.4 mL min, un volumen de
inyeccion de 5 pL, y una temperatura de columna de 30 °C. Las adquisiciones de MS
se realizaron empleando un voltaje capilar de 3.5 kV, una temperatura de la fuente
de 120 °C, una temperatura de desolvatacion de 300 °C y una tasa de flujo de gas
de desolvatacidon de 690 L hl. Las condiciones de masas en tandem se ajustaron
para la nicotina y la nicotina-ds, empledndose las transiciones m/z 163 = 130y 167
- 136, respectivamente.
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10. Determinacién de HAPs y nicotina en la membrana
Strat-M® mediante TD-GC-MS

El analisis de HAPs y nicotina procedentes del humo de tabaco absorbidos en la
membrana sintética se ha llevado a cabo mediante el analisis de las membranas
Strat-M® empleadas en los experimentos, las cuales tienen un peso de 25 mg,
mediante TD-GC-MS. Asi, las membranas Strat-M® empleadas en los experimentos,
se introdujeron en los tubos TD y se analizaron en las condiciones cromatograficas
descritas en el apartado 7 de este capitulo. Las curvas de calibrado se han
preparado en tubos TD cargados con membranas Strat-M® nuevas, dopadas con 10
uL de disolucién estandar de HAPs en acetona, obteniendo una cantidad de HAPs
en el interior del tubo comprendida entre 0.1 y 0.4 ug. Adema3s, se ha adicionado
10 pL de disolucién estandar de tolueno-ds en acetona de 10 mg L7, tanto a
patrones como a muestras.

11. Determinacion de los parametros de absorcién
dérmica

Los resultados de concentracién de las disoluciones receptoras de los distintos
tiempos de exposicidon (ug L) en condiciones de dosis infinitas se transformaron
en unidades de masa de analito/drea (Ug cm™). Mediante la representacion de la
permeabilidad de cada uno de los analitos (g cm™) frente al tiempo de exposicidn
se obtienen los perfiles de absorcién para cada uno de ellos. A partir de dichas
graficas se pueden calcular los parametros de permeabilidad a través de la
membrana sintética de cada uno de los analitos, como el flujo molecular (J) y
tiempo de latencia (ti.). J se determina a partir de la pendiente de la recta obtenida
de forma experimental durante el primer periodo de exposicién donde se produce
un aumento lineal de la permeabilidad. Por otro lado, ti.g Se corresponde con el
punto en el que la dicha recta cruza el eje x.
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1. Diseno, desarrollo y puesta a punto de la camara de
simulacidn

Para la evaluacion de la exposicidon dérmica a posibles contaminantes presentes en
el aire, se ha llevado a cabo el disefio, desarrollo y puesta a punto de una cdmara
de simulacidn atmosférica. Se trata de una campana cerrada formada por una base
metadlica, y paredes y techo de polimetilmetacrilato (Figura 19). Se ha empleado
polimetilmetacrilato debido a su elevada transparencia (93%), siendo el plastico
mas transparente, y a su elevada resistencia al impacto, capacidad de aislamiento
térmico, ligereza y resistencia quimica. Esta cAmara permite generar en su interior
una atmdsfera con una concentracion conocida de posibles contaminantes
atmosféricos. Posee un volumen interno de 640 L, lo que hace posible el desarrollo
de estudios de absorcidn dérmica en su interior.

Figura 19. Fotografia de la camara de simulacion empleada para la generacion de una atmdsfera
controlada.
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La camara dispone de un sistema de conducciones para introducir un flujo
constante de aire limpio y seco. El aire se suministrd por los compresores de la
instalacion disponible en el edificio donde se desarrollan los ensayos, y pasa una
serie de filtros para eliminar la humedad y posibles contaminantes organicos,
garantizando asi su calidad y pureza. El flujo de aire seco en el interior de la cdmara
de simulacién se controla mediante una llave de paso, un manorreductor y un
rotdmetro (Figura 20). La llave de paso es una valvula de bola o de esfera y se
caracteriza porque el mecanismo para regular el flujo de aire seco tiene forma de
esfera perforada. El manorreductor tiene como funcién reducir la elevada presion
de aire seco generada por el sistema de compresién y adecuarlo al necesario en los
experimentos de la camara de simulacién. El flujo de aire seco introducido en la
camara de simulacion se controla con un rotdmetro de bola. Para conocer de forma
exacta el flujo de aire introducido en la cdmara de simulacidn y calibrar de forma
exacta y precisa el rotdmetro se utiliza un flujdmetro de burbuja de elevado
volumen (800 mL).

Para homogenizar el aire del interior de la cdmara de simulacidn se introducen dos
ventiladores. Todos los orificios de la cdmara de simulacidn se sellan para evitar la
entrada y/o salida no controlada de aire seco de la cdmara, a excepcion de un
orificio de 105 mm de diametro, colocado en el lateral opuesto a la entrada de aire
seco (utilizado para la introduccion de contaminantes orgdnicos en la cdmara de
simulacidn) y que se empled como salida de aire para evitar la sobrepresion en el
interior de la cdmara, y para la introduccion y extraccién de las muestras y demas
operaciones necesarias en la realizacién de los experimentos en el interior de la
camara. Esta salida de aire se ha conectado mediante una serie de tubos de
aluminio de 100 mm de didmetro con un sistema de extraccién para evitar que los
operadores queden expuestos los contaminantes evaluados.

La camara de simulacion se ubicé en un laboratorio con una temperatura
controlada de 24 + 2 °Cy un sistema de extraccién de aire con un sistema de filtros
para retener posibles trazas de contaminacién.
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Figura 20. Fotografia de la llave de paso, el manorreductor y el rotdmetro empleado en la instalacion
del aire comprimido.

Para conseguir una concentracion conocida y constante (condiciones de dosis
infinita) de contaminantes organicos en el interior de la cdmara de simulacién se ha
utilizado una bomba isocratica de un instrumento de LC. La concentracidn de los
contaminantes organicos en el interior de la cdmara de simulacion se ajusta
mediante el control de la concentracién de la disolucién estandar, el flujo de la
misma, y el flujo de aire seco introducido. Se emplea acetona como disolvente en
la preparacion de las disoluciones estdndar de contaminantes debido a su elevada
presion de vapor, lo que favorece su evaporacion en la conexidn tipo T, ademas la
acetona no modifica la absorcion dérmica de compuestos lipofilicos, como los
BTEX.2° A través de un conector en T (Figura 16) se introduce el flujo de aire limpio
y seco (2.0-3.0 L minl), siendo este perpendicular al flujo constante de
contaminantes organicos introducidos (4-5 UL min™). De esta forma, el flujo de la
disolucién estandar de contaminantes, mucho menor que el de aire seco, se
evapora completamente, introduciendo los compuestos de interés en estado
gaseoso en el interior de la cdmara de simulaciéon. Se decidié emplear un conector
en T de cristal transparente (Figura 16) para asi poder confirmar de forma continua

2% Monteiro-Riviere, N. A. Toxicology of the Skin, CRC Press; 2010
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que el flujo de disoluciébn de los contaminantes orgdnicos se evapora
completamente.

Para conocer y controlar la concentraciéon de los compuestos de interés en el
interior de la camara de simulacion se deben evaluar dos pardmetros
experimentales: el flujo de disolucidn de analitos (de una concentracidn conocida)
y el flujo de aire seco introducido en la cdmara de simulacidn (Ecuacién 11). De esta
relacién se puede conocer la concentracion en el interior de la cdmara en mg de
analito por metro cubico de aire:

[Analito en disol](mg L™1)- Flujo de disol(L min~1),

(11)

Analito en aire] (mg m™3) =
[ ] ( g ) Flujo de aire seco(m3 min™1)

Por tanto, en primer lugar, se debe conocer con exactitud y precision el flujo de
disolucién de analito dispensado por la bomba de LC 1050 y asegurarse que éste se
mantiene constante durante la realizaciéon de todo el experimento, teniendo en
cuenta que puede llegar a ser de hasta 48 h. Para ello, se fijé el flujo de la bomba
en valores de 0.010 y 0.005 mL min’, se dispensé el volumen en un vial de 10 mL
previamente pesado durante 1 y 2 horas, respectivamente. A continuacidn, se
volvid a pesar el vial de 10 mL con el volumen recogido y por diferencia de pesada
se calculd el volumen dispensado vy el flujo real de la bomba de LC. Estas medidas
se realizaron en distintos dias, sin apagar la bomba en ninglin momento,
obteniéndose los resultados de la Figura 21.

0,014

0,012 N
0,01 @ ® ® V'S ® ®
0,008
0,006
0,004 <o
0,002
0

Flujo (mL min)

0 2 4 6 8 10
Medidas

Figura 21. Medidas experimentales del flujo de disolucion de analitos dispensado por la bomba de LC

durante varios dias para flujos de 0.010 mL min! (marcadores violetas) y 0.005 mL min-t (marcadores
blancos).
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Por otra parte, la segunda variable experimental que se debe controlar para
conocer la concentracidn de los analitos en el aire en el interior de la cdmara de
simulacidn es el flujo de aire seco. Como se ha comentado, el rotdmetro de bola es
el encargado de controlar el flujo de aire seco que se introduce en la cdmara de
simulacion, y éste se calibra con un flujdmetro de burbuja de volumen elevado.
Para conocer el flujo de aire que se introduce en la cdmara, se conecta el rotametro
con el flujdmetro y se calcula el flujo de aire seco.

Al igual que en el caso anterior, es necesario comprobar que el flujo de aire seco se
mantiene constante a lo largo de todo el experimento para asegurar asi que la
concentracién de analitos en el interior de la cdmara también lo hace. Para ello, se
ajustd el flujo de aire a 2 L min y se realizaron medidas del mismo durante varios
dias, sin apagar en ningin momento el flujo de aire y sin modificar el flujo indicado
por el rotdmetro. Los resultados obtenidos han sido los que aparecen en la Figura
22, siendo el valor medio de 1.94 + 0.05 L min™.

2,50
2,00 o . o
1,50

1,00

Flujo (Lmin) £s

0,50

0,00
0 1 2 3 4

Experimento

Figura 22. Medidas experimentales del flujo de aire seco obtenidas en distintos dias. Nota: el valor
indicado es la media de 10 medidas experimentales obtenidas para cada dia.

Para la realizacion de experimentos en condiciones de dosis infinitas de
contaminantes organicos en el interior de la cdmara de simulacién, ésta se
acondiciona durante un periodo de 16-18 h. Teniendo en cuenta el flujo de aire de
entrada en la cdmara para cada experimento (2.0-3.0 L min?) y el volumen interno
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de la misma, en este periodo de tiempo se renovaria completamente el aire entre
3y 4 veces. Asi pues, se asume, que tras el ciclo de acondicionamiento de la cdmara
se obtiene un balance de entrada-salida de analito igual a cero.

Para evaluar la utilidad de la cdmara de simulacién y el sistema de introduccién de
contaminantes orgdnicos, se ajustd el flujo de aire limpio y seco a 2.7 L min™ y el
flujo de disolucion estandar de contaminantes organicos a 4.6 + 0.7 uL min™, siendo
ésta ultima una disolucién de BTEX en acetona al 3 % (p/v). Teniendo en cuenta la
relacién de la ecuacidn 11, la concentracién tedrica de BTEX en aire es 51 mg m3,
Para evaluar la concentracidn real de cada uno de los analitos en el interior de la
cdmara de simulacidn se realiza muestreo activo dos veces al dia, durante tres dias
seguidos. La concentracidn real de BTEX en el interior de la cdmara fue de 46 + 4
mg m3, siendo estadisticamente comparable al valor tedrico. Ademas, la presencia
de dos ventiladores en el interior de la cdmara permite mantener la homogeneidad
del aire en el interior de la cdmara. Esto se comprobd introduciendo celdas de Franz
modificadas (descritas en el apartado 3 del Capitulo 3) en diferentes posiciones de
la cdmara (Figura 23). Los resultados mostraron una precision, establecida como
desviacién estandar relativa (RSD) de 4 mediciones inferiores al 15 %.

Camara de simulacion

Membrana sintética
(PFTEy Strat-M)
0.7 cm?

Disolucion
receptora
12 mLPBS

(pH7.4)

—

Figura 23. Dispositivo de migracion y posiciones de la cdmara de simulacion evaluadas para el estudio
de la homogeneidad de en el interior de la misma.
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Las concentraciones de BTEX analizadas en la disolucion receptora una vez se ha
alcanzado el equilibrio, se pueden comparar con las concentraciones de BTEX en el
aire através de la ley de Henry tal y como se muestra en la Ecuacion 12.2%!

Hee = CCM (12)
gas
donde Hcc se corresponde con la constante de Henry adimensional, y Cac ¥ Cgas SON
las concentraciones de los analitos en la fase acuosa y gas, respectivamente. Como
se puede observar en la Tabla 5, empleando la ley de Henry se obtuvo una
concentracion de BTEX de 42 + 3 mg m>.

Para comprobar la capacidad del sistema de introduccién de contaminantes para
generar atmdsferas contaminadas con concentraciones inferiores, se ajusté el flujo
de aire a 2.7 mL min', y empleando una disolucién estdndar de BTEX en acetona al
1 % (p/v) se fijo el flujo a 4.0 £ 0.9 PL min™. Teniendo en cuenta la relacién de la
ecuacion 11, la concentracién tedrica de BTEX en aire es 15 pg L.

De igual forma, se analizd la concentracion real de BTEX en aire empleando
muestreo activo, ademas con celdas de Franz modificadas se obtuvo la
concentracién de BTEX en el aire mediante la ley de Henry. Los valores obtenidos
se pueden observar en la Tabla 5. A partir de estos resultados, se demuestra la
estabilidad del flujo de aire seco y los flujos de disoluciones BTEX, lo cual es
imprescindible para obtener una atmdsfera controlada para realizar experimentos
de absorcion dérmica en condiciones de dosis infinita.

Tabla 5. Condiciones operativas de la cadmara de simulacion y concentraciones en aire de BTEX.

, Concentracion  Concentracion
Parametro

baja alta

Flujo de aire (L min) 2.7%0.1 2.7%0.2
[Disolucién estandar] (%, p/v) 1.00 3.00
Flujo de la disolucién estandar (L min-t) 4.0+0.9 46+0.7
Concentracion del aire (ug L)

Teorica 15 51

Muestreo activo 15+2 46+ 4

Ley de Henry 202 42 +3

291 Sander, R. Compilation of Henry’s law constants (version 4.0) for water as solvent. Atmospheric Chemistry and
Physics. 2015; 15(8):4399-4981.
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En resumen, podemos concluir que se ha disefiado una cdmara de simulacién, que
permite la introduccion de contaminantes orgdnicos de forma controlada
generando atmdsferas contaminadas de forma homogénea.

2. Evaluacion de la absorcion dérmica de BTEX en
atmosferas contaminadas

Empleando la cdmara de simulacion desarrolla y descrita en el apartado anterior,
se procedié a la evaluacidon de la absorcion dérmica de BTEX en atmosferas
contaminadas. Tras el desarrollo y validacién del método analitico basado en HS-
GC-MS, se determinaron pardmetros de difusién in vitro, como el flujo y el tiempo
de latencia para el benceno, tolueno y xilenos.

2.1. Desarrollo y validacién de métodos analiticos basados en HS-
GC-MS para la determinaciéon de BTEX

Se llevd a cabo la puesta a punto y validacién de métodos analiticos basados en
técnicas cromatograficas para el andlisis de BTEX. Los compuestos conocidos como
BTEX se suelen determinar mediante cromatografia de gases (GC) debido a sus
propiedades fisico-quimicas y su estabilidad térmica.?®? Durante el desarrollo de los
métodos analiticos hay que tener en cuenta, no solamente las propiedades fisico-
quimicas del analito, sino también las caracteristicas de la muestra. En este caso
concreto, la muestra es una disolucion en PBS (pH 7.4), ya que se trata de la
disolucién receptora empleada para evaluar la permeabilidad del BTEX a través de
simulantes de piel. Con el fin de intentar que el método analitico sea lo mas simple
posible y evitar afiadir etapas de extraccion que lo compliquen y alarguen de forma
excesiva, se va a desarrollar un método basado en GC-MS empleando un sistema
de introduccion de muestra mediante espacio de cabeza (HS).

Para evaluar el efecto de diferentes parametros que afectan a la sensibilidad del
analisis de BTEX mediante HS-GC-MS, como el volumen de muestra en el vial HS, la
fuerza idnica de la muestra, la temperatura y tiempo de extraccion, y el tiempo de

292 Martines, C., Longo, M., Lerda, D., et al. A GC Method for the Quantitative Determination of BTEX in Gasoline.
Journal of Chromatographic Science. 1996; 34 (9): 413-417
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inyeccion, se analiza una disolucion de 500 pug L de BTEX en diferentes condiciones
y se compara el area obtenida para cada uno de los patrones en el cromatograma.

Se evaluo el efecto del volumen de muestra en el vial de HS sobre la sefial analitica
del BTEX. Para ello, se analizan por el método HS-GC-MS descrito en el aparatado 8
del Capitulo 3, muestras con una concentracién de BTEX de 500 pg L' introduciendo
en el vial de HS diferentes volumenes entre 1y 7 mL y manteniendo constantes el
resto de variables (fuerza idnica de la muestra: 0.9 % NaCl (0.15 M); temperatura
del horno HS: 60 °C; tiempo de calentamiento: 20 minutos; tiempo de inyeccidn:
0.1 minutos).

En la Figura 24, se pueden observar los resultados obtenidos. Al aumentar el
volumen, aumenta la sefial del BTEX, sin embargo, a volumenes superiores a 5 mL
comienza a aumentar la desviacién estandar de los resultados, debido a fugas
provocadas por sobrepresiones en el vial. Por tanto, se decide emplear un volumen
de 5 mL como valor mas adecuado para el resto de experimentos.
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Figura 24. Efecto del volumen de muestra en la sefial analitica de un patrdn de BTEX de 500 ug L1 en
PBS analizado mediante HS-GC-MS.

95



Desarrollo de métodos analiticos para evaluar la efectividad de cosméticos antipolucién

Para evaluar el efecto de la fuerza idnica de la muestra sobre la seiial analitica del
BTEX, se analizan de nuevo por el método HS-GC-MS anterior, muestras con una
concentracién de BTEX de 500 pg L™ y con fuerzas idnicas comprendidas entre 0.15
y 3.58 M de NaCl, manteniendo constantes el resto de variables (volumen de
muestra: 5 mL; temperatura del horno HS: 60 °C; tiempo de calentamiento: 20
minutos; tiempo de inyeccion: 0.1 minutos).

En la Figura 25 se observan los resultados obtenidos. Como se puede ver, el
aumento de fuerza idnica, con respecto a la disolucién de muestra original que
contiene un 0.9 % de NaCl (0.15 M), no implica un aumento significativo en la sefial
del patréon de BTEX. Por tanto, se selecciona la disolucion acuosa al 0.9 % de NaCl
como condiciones mas apropiadas.
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Figura 25. Efecto de la fuerza idnica de la muestra en la sefial analitica de un patron de BTEX de 500
ug L1 en PBS analizado mediante HS-GC-MS.

Posteriormente, se evalud el efecto de la temperatura del horno sobre la sefial
analitica del BTEX. Para ello, empleando el mismo método HS-GC-MS que
anteriormente, se analizaron muestras con una concentracién de BTEX de 500 pg
L'? a distintas temperaturas de horno, comprendidas entre 40 y 75 °C, manteniendo
constantes el resto de variables (volumen de muestra: 5 mL; fuerza idnica: 0.9 %
NaCl (0.15 M); tiempo de calentamiento: 20 minutos; tiempo de inyeccién: 0.1
minutos).
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Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 26. Como se puede observar la
sefial aumenta al aumentar la temperatura del horno hasta alcanzar un valor
maximo a 60 °C a partir del cual se mantiene constante. Hay que indicar que no se
evaluaron temperaturas superiores a 75 °C para evitar posibles sobrepresiones en
el interior del vial de HS debido a la evaporacidon del agua.
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Figura 26. Efecto de la temperatura de extraccion en la sefial analitica de un patrén de BTEX de 500
ug L2 en PBS analizado mediante HS-GC-MS.

Para evaluar el efecto del tiempo de extraccion sobre la seiial analitica del BTEX, se
analizan por el método HS-GC-MS anterior, muestras con una concentracién de
BTEX de 500 pg L? a distintos tiempos de extraccidon, comprendidos entre 5 y 40
minutos, manteniendo constantes el resto de variables (volumen de muestra: 5 mL;
fuerza idnica: 0.9 % NaCl (0.15 M); temperatura del horno HS: 60 °C; tiempo de
inyeccion: 0.1 minutos).

Los resultados se muestran en la Figura 27. Como cabe esperar, al aumentar el
tiempo de calentamiento de la muestra, aumenta la seial, hasta el punto en el que
se llega a un equilibrio, donde a pesar de calentar mas tiempo, la sefial no aumenta.
Se puede observar que la sefial mas alta se obtiene tras 20 minutos de
calentamiento, por lo que este tiempo serd el que se emplee para los siguientes
experimentos.
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Figura 27. Efecto del tiempo de extraccidn en la sefial analitica de un patrén de BTEX de 500 ug L en
PBS analizado mediante HS-GC-MS.

Finalmente, se evalud el efecto del tiempo de inyeccién del HS sobre la sefial
analitica del BTEX. Para ello, se analizan por el método HS-GC-MS descrito
previamente, muestras con una concentracion de BTEX de 500 ug L a distintos
tiempos de inyecciéon, comprendidos entre 0.1 y 0.4 minutos, manteniendo
constantes el resto de variables (volumen de muestra: 5 mL; fuerza idnica: 0.9 %
NaCl (0.15 M); temperatura del horno HS: 60 °C; tiempo de calentamiento: 20 min).

Como se puede ver en la Figura 28, el aumento del tiempo de inyeccidn superior a
0.1 minutos provoca el ensanchamiento y la superposicidén de los picos. Aunque se
esperaba un aumento de la sensibilidad al aumentar el tiempo de inyeccion, la
disminucion de la resolucién y la forma no gaussiana de los picos, indican que el
tiempo de inyeccién mds adecuado es de 0.1 min.
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Figura 28. Cromatogramas obtenidos un patron de 500 ug L1 de BTEX a distintos tiempos de
inyeccidn, y m/z correspondientes al benceno (m/z 78), tolueno, etilbenceno y xilenos (m/z 91) y

tolueno-ds (m/z 98).
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En la Tabla 6 aparecen reflejadas las condiciones experimentales mas adecuadas
para el analisis de BTEX mediante HS-GC-MS, a modo de resumen.

Tabla 6. Condiciones experimentales seleccionadas para el andlisis de BTEX mediante HS-GC-MS.

Volumen de muestra (mL) 5

Fuerza idnica 0.9 % (0.15 M)
Temperatura del horno (°C) 60

Tiempo de calentamiento (min) 20

Tiempo de inyeccién (min) 0.1

2.2. Caracteristicas analiticas del procedimiento de HS-GC-MS

Empleando las condiciones experimentales descritas en la Tabla 6, se ha realizado
un calibrado para los diferentes analitos, preparando disoluciones entre
25y 500 pg L't en PBS y analizdndolas mediante el procedimiento HS-GC-MS. En la
Tabla 7 aparecen reflejadas las caracteristicas analiticas de la metodologia
propuesta para la determinacién de BTEX en términos de linealidad, precisiéon y
limites de deteccidn (LOD) y cuantificacién (LOQ).

Tabla 7. Caracteristicas analiticas del método de andlisis de BTEX mediante HS-GC-MS.

Coeficiente de LOD® LoqQc

Compuesto . % RSD?

determinacion (R?) (ug L?) (ug L)
Benceno 0.993 5 1.5
Tolueno 0.990 4 1.5
Etilbenceno 0.9992 4 2
m,p-xileno 0.9993 2 4 12
o-xileno 0.998 4 3 10

aDesviacion estandar relativa de un patrén de 50 pg L'* de BTEX (n = 5)

bLimite de deteccidn calculado como tres veces la desviacidn de la ordenada en el origen
entre la pendiente de la curva de calibrado.

‘Limite de cuantificacién calculado como diez veces la desviacion de la ordenada en el origen
entre la pendiente de la curva de calibrado.

La determinacidn de los coeficientes (R?) del BTEX se realizé empleando la curva de
calibrado en el intervalo de concentraciones entre 25-500 pig L™, con valores R?
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superiores a 0.99 en todos los casos. Los errores residuales se distribuyeron
aleatoria y simétricamente alrededor de cero, con los valores residuales
estandarizados inferiores a 2. La repetitividad de las medidas se calculé como el %
RSD de los valores del area de pico obtenidos para cinco medidas independientes
de una disolucién estandar de 50 g L* de BTEX, obteniendo valores de % RSD entre
2-5 %. Los valores de LOD y LOQ se calcularon como tres y diez veces,
respectivamente, la desviacion estandar de la ordenada en el origen entre la
pendiente de la curva de calibrado, obteniendo valores entre 1.5-4 ug L't y 5-12 g
L', respectivamente.

2.3. Estudio de las condiciones experimentales mas apropiadas para
realizar estudios de permeabilidad a través de simulantes de
piel

2.3.1. Efecto del espesor y la naturaleza de la membrana en los

parametros de permeabilidad

El objetivo de este estudio se centra en evaluar el espesor y la naturaleza de las
membranas empleadas como simulantes de piel. Para ello, se compararon los
parametros de permeabilidad J y ti,; de membranas de PDMS de distinto espesor y
de membranas Strat-M®. EI PDMS, se emplea a menudo como simulante de piel en
estudios con celdas de Franz.?>® Es de naturaleza hidréfoba y posee propiedades de
permeacion que limitan la velocidad, similares a las de la piel, por lo que es una
opcion adecuada para predecir la absorciéon dérmica de contaminantes orgdnicos
como los VOCs, y en particular los BTEX, ya que la absorcion dérmica de compuestos
organicos siguen la ley de Fick.2* Por otro lado, las membranas Strat-M® son
membranas sintéticas formadas por multiples capas con diferente permeabilidad,
desarrolladas con el objetivo de simular la piel humana.?®®

Por tanto, para evaluar si las membranas PDMS se pueden utilizar como alternativa
a membranas sintéticas mas complejas y costosas como la Strat-M®, se ha llevado

293 Uchida, T., Yakumaru, M., Nishioka, K., et al. Evaluation of a Silicone Membrane as an Alternative to Human
Skin for Determining Skin Permeation Parameters of Chemical Compounds. Chemical & Pharmaceutical Bulletin.
2016; 64(9):1338-1346.

294 Waters, L. J. Recent developments in skin mimic systems to predict transdermal permeation. Current
Pharmaceutical Design. 2015; 21(20):2725-2732.

295 Arce, F. JR., Asano, N., See, G. L., et al. Usefulness of Artificial Membrane, Strat.M®, in the Assessment of Drug
Permeation from Complex Vehicles in Finite Dose Conditions. Pharmaceutics. 2020; 12(173): 2-11.
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a cabo un experimento de permeabilidad tanto de las membranas PDMS con
grosores comprendidos entre 0.5 y 3.0 mm como de las membranas Strat-M®
(0.3 mm), empleando una concentracion constante de 51 pug L™ de BTEX en el aire
del interior de la cdmara de simulacién (Tabla 5).

En la Figura 29 y 30 se han representado las curvas de permeabilidad obtenidas a
lo largo de 24 h para las membranas Strat-M® y PDMS (0.5, 1.0 mm) asi como para
las membranas de PDMS de 2.0 y 3.0 mm de espesor, respectivamente. Como se
puede observar, durante las primeras horas de exposicidn se produce un aumento
lineal de la permeabilidad de todos los compuestos evaluados, lo que corrobora
gue los BTEX siguen la primera ley de Fick. Por tanto, se calcularon los parametros
de permeabilidad J y ti,g (Tabla 8), a partir de la pendiente de la parte lineal de la
curva de permeabilidad por minimos cuadrados y el punto en que esta linea
atraviesa el eje x, respectivamente.
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Figura 29. Curvas de permeabilidad de BTEX durante 24 h a una concentracién de 51 ug L en aire,
empleando membranas Strat-M®y PDMS (0.5 y 1.0 mm).
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Figura 30. Curvas de permeabilidad de BTEX durante 24 h a una concentracion de 51 ug L1 en aire,
empleando membranas PDMS (2.0 y 3.0 mm).
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Tabla 8. J y ti.g obtenidos de forma experimental en funcién del analito y de la naturaleza de la
membrana para una concentracion de BTEX en aire de 51 mg m-3, asi como las diferencias en
porcentaje con respecto a los resultados obtenidos para las membranas Strat-M®, representadas
entre paréntesis.

J(ugecm2htts)

Strat-M™ PDMS 0.5 mm PDMS 1.0 mm PDMS 2.0 mm PDMS 3.0 mm
Benceno 1.1+0.1 1.28+0.07 (28) 0.74+0.04(26) 0.49+0.09 (55) 0.23 +0.02 (79)
Tolueno 0.90 + 0.07 1.23+0.07(37) 0.62+0.03(31) 0.51+0.09(43) 0.19£0.01(79)
Etilbenceno 1.0£0.2 1.2+0.2(20) 0.65+0.03(35) 0.56+0.09 (44) 0.20 +0.03 (80)
m,p-Xileno 1.9+0.2 23+0.4(21)  1.31+0.06 (31) 1.1+0.2(42)  0.39+0.03(79)
o-Xileno 1.1+ 0.1 1.5+0.2(36) 0.74+0.04(33) 0.5+0.1(54)  0.21+0.02(81)
I\/.Iedladfe - 28+8 31+3 48 £ 6 802
diferencias

tiag (mMin £ s)
Strat-M™  PDMSO0.5mm  PDMS1.0mm  PDMS2.0mm  PDMS 3.0 mm

Benceno <10 <10(-)? 10+ 10 (-)2 40+ 10 (-)? 54 +3 (-)?
Tolueno <10 <10(-)2 156 ()2 50 + 20 (-)? 51+3(-)?
Etilbenceno 23+9 21+9(9) 31+7(35) 90 +40(291) 130 £ 10 (465)
m,p-Xileno 20+ 10 20+ 10 (0) 30+ 10 (50) 80 + 30 (300) 100 + 10 (400)
o-Xileno 20+8 22 +8(10) 25+ 8 (25) 70 £ 30 (250) 103 + 9 (415)
Media de - 66 37+13 280+ 30 430 + 30
diferencias

2 Para el caso de benceno y tolueno no es posible obtener las diferencias en porcentaje entre los ti,g de las
membranas PDMS de distinto espesor con respecto a la membrana Strat-M®, ya que los ti.g obtenidos para ésta
ultima son inferiores a 10 min.

En la Tabla 8 a parecen reflejados los valores de J y ti,; obtenidos de forma
experimental para cada uno de los compuestos y membranas evaluadas, los cuales
varian entre 0.2y 2.3 pug cm?2h?ly entre tiempos inferiores a 10 minutos y 130 min,
respectivamente. Por un lado, los valores de flujo disminuyen a medida que
aumenta el espesor de la membrana. Por el contrario, los tiempos de latencia
aumentan a medida que se produce un aumento del espesor de la membrana lo
que indica que los analitos tardan mds tiempo en atravesarla y alcanzar la
disolucién aceptora. Estudios previos donde se evaltia la absorcién dérmica de
compuestos orgdnicos a través de piel humana o animal, de distinto espesor (0.4-
1.2mm) empleada como membrana en celdas de difusion, corroboran que un
mayor espesor de membrana provoca una disminucion de la permeabilidad de
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compuestos organicos y por tanto, una disminucién del J y un aumento del
tlag 296, 297

Ademads, a partir de los resultados obtenidos, se llega a la conclusidon de que las
membranas de PDMS de 0.5 y 1.0 mm de grosor presentan J y ti,z Similares a los
obtenidos para las membranas Strat-M® para la permeabilidad de BTEX. Se han
calculado las diferencias en porcentaje en la Tabla 8. Como puede verse, las
membranas PDMS de 0.5 y 1.0 mm de grosor son comparables a las Strat-M®,
teniendo diferencias medias de J entre 28 y 31 % respectivamente. Por otro lado,
los valores de ti, de la membrana PDMS de 0.5 mm proporcionan una diferencia
media del 6 % con respecto a los valores de ti,g obtenidos con las membranas Strat-
M®. Los valores de ti,; de la membrana PDMS de 1.0 mm de grosor pueden
considerarse aceptables con una diferencia media del 37 %, mientras que los
valores de ti,g de las membranas PDMS de 2.0 y 3.0 mm proporcionan diferencias
medias de 280 y 427 %, respectivamente, lo que indica que no son comparables a
las Strat-M®.

2.3.2. Efecto de la concentracién de BTEX en aire en los parametros
de permeabilidad

Para evaluar el efecto que tiene la concentracidn de BTEX en el aire sobre los
parametros de permeabilidad, se ha llevado a cabo un estudio de absorcion
dérmica a dos concentraciones de BTEX en el interior de la camara, de 15 y
51 pg L. En la Tabla 9 se muestran los pardmetros de permeabilidad obtenidos en
funcién de los compuestos evaluados, la membrana sintética (PDMS de 1.0 mmy
Strat-M®), y la concentracién de BTEX en el aire del interior de la camara de
simulacién (15y 51 ug L?).

2% \Wilkinson, S. C., Maas, W. J. M., Nielsen, J. B., et al. Interactions of skin thickness and physicochemical
properties of test compounds in percutaneous penetration studies. International Archives of Occupational and
Environmental Health. 2016; 79:405-413.

297 Takeuchi, H., Ishida, M., Furuya, A., et al. Influence of Skin Thickness of in Vitro Permeabilities of Drugs
through Sprague-Dawley Rat of Yucatan Micropig Skin. Biological and Pharmaceutical Bulletin. 2012; 35(2):192-
202.
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Tabla 9. J y ti.g obtenidos experimentalmente en funcion del analito y las membranas evaluadas
empleando concentraciones de 15y 51 ug L de BTEX en aire.

J(ugcm2Zhlts)

Strat-M® PDMS 1.0 mm
[BTEX] (ug L) 15 51 15 51
Benceno 0.49 £ 0.03 1.0+0.1 0.43 +£0.03 0.74 £0.04
Tolueno 0.46 +0.03 0.90 £ 0.07 0.47 £0.02 0.62+0.03
Etilbenceno 0.37 £0.05 1.0+0.2 0.41+0.03 0.65 +0.03
m,p-xileno 0.85+0.08 19+0.2 0.79+0.04 1.31£0.06
o-xileno 0.45 +0.04 1.1+0.1 0.50 +0.03 0.74 £ 0.04

tiag (Min £ s)

Strat-M® PDMS 1.0 mm
[BTEX] (g L) 15 51 15 51
Benceno 17+3 <10 20+3 <10
Tolueno 15+3 <10 26+2 15+6
Etilbenceno 26+2 23+9 35+2 31+7
m,p-xileno 29+7 20+ 10 34+3 30+10
o-xileno 30+3 20+8 38+3 25+8

Teniendo en cuenta estos resultados, se puede concluir que el flujo aumenta
proporcionalmente a la concentracién de BTEX en el aire, mientras que tisy
disminuye a medida que aumenta la concentracién de BTEX en el aire. Este hecho,
se ha demostrado en estudios previos, donde se evalué el efecto de Ia
concentracion del compuesto estudiado sobre la permeabilidad del mismo.2%® 2%%
30 Ademads, teniendo en cuenta que J es directamente proporcional a la
concentraciéon del compuesto evaluado (Ecuacién 1), es de esperar que un aumento
de la concentracion provoque un aumento en el flujo molecular del compuesto a
través de la membrana. Por otro lado, cabe sefialar que los valores de tj,; obtenidos
para el benceno y el tolueno, comprendidos entre tiempos inferiores a 10 minutos
y 17 minutos, difieren de los obtenidos para el etilbenceno y los xilenos, teniendo
resultados mas elevados en todas las condiciones experimentales evaluadas,

2% Bialik, W., Walters, K. A., Brain, K. R., et al. Some factors affecting the in vitro penetration of ibuprofen
through human skin. International Journal of Pharmaceutics. 1993; 92:219-223.

29 Frasch, H. F., Barbero, A. M. In vitro human epidermal permeation of nicotine from electronic cigarette refill
liquids and implication for dermal exposure assessment. Journal of Exposure Science and Environmental
Epidemiology. 2016; 27(6):618-624

300 Frasch, H. F., Barbero, A. M., Alachkar, H., et al. Skin Penetration And Lag Times Of Neat And Aqueous Diethyl
Phthalate, 1,2-Dichloroethane And Naphtalene. Cutaneous and Ocular Toxicology. 2007; 26(2):147-160.
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comprendidos entre 25 y 38 minutos. Este aspecto también se ha observado en los
resultados encontrados en bibliografia, lo que indica una absorcién dérmica mas
rapida para benceno y tolueno a través de la membrana debido a su menor

tamarfio 301, 302, 303

3. Evaluacion de la absorcion dérmica de VOCs y semiVOCs
en atmosferas contaminadas

Una vez desarrollada la cdmara de simulacion en condiciones de dosis infinitas y
demostrada su validez para realizar estudios de absorcién dérmica de BTEX en su
interior, se evalud su aplicabilidad para la determinacion de los pardmetros de
absorcién dérmica para un mayor numero de HAPs, incluyendo VOCs y semiVOCs.
Por ello, se llevd a cabo un estudio de absorcion dérmica, empleando membranas
Strat-M®, para 1,2-dicloroetano, benceno, bromodiclorometano, tolueno,
etilbenceno, m,p-xileno, o-xileno 1,2-dibromoetano, clorobenceno, bromoformo,
nitrobenceno y naftaleno en las condiciones experimentales indicadas en la Tabla
10. Para ello, se evalud la absorciéon dérmica a distintos tiempos de exposicidn,
comprendidos entre 0.5 y 24 h, y se analizaron las disoluciones receptoras
mediante HS-GC-MS y GC-MS por inyeccién directa (después de una etapa previa
de extraccién con hexano). En la Tabla 11 se muestra el procedimiento analitico, los
iones seleccionados, el tiempo de retencién y el limite de cuantificacion de cada
uno de los analitos evaluados.

301 Adami, G., Larese, F., Venier, M., et al. Penetration of benzene, toluene and xylenes contained in gasolines
through human abdominal skin in vitro. Toxicology in Vitro. 2006; 20(8):1321-1330.

302 Schenk, L., Rauma, M., Fransson, M. N., et al. Percutaneous absorption of thirty eight organic solvents in vitro
using pig skin. Plos One. 2018; 13(10):1-16.

303 Blanck, I. H., McAuliffe, D. J. Penetration of benzene through human skin. The Journal of Investigative
Dermatology. 1985; 85:522-526.
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Tabla 10. Condiciones experimentales de la cdmara de simulacion y la concentracion de HAPs en el

aire.

Parametro Valor
Temperatura (°C) 242
Flujo de aire (L min?) 2.73+£0.04
Concentracion VOCs en disolucion (%, p/v) 0.35
Flujo de disolucion (uL min-?) 3.9+0.5
Concentracion en el aire (ug L)

Tedrica 5

Muestreo activo 49+0.4

Ley de Henry 5+2

Tabla 11. Procedimiento analitico, iones seleccionados, tiempo de retencion y limite de cuantificacion
de cada uno de los analitos estudiados.

Analito Procedimiento lones Tiempo de LoQ
analitico (m/z) retencion (min) (ug LY)
1,2-diclorometano HS-GC-MS 62 1.54 10
Benceno HS-GC-MS 77,78 1.58 5
Bromodiclorometano HS-GC-MS 83 1.87 10
Tolueno HS-GC-MS 91, 92 2.36 5
Etilbenceno GC-MS 91, 106 3.69 8
m,p-xileno GC-MS 91, 106 3.99 17
o-xileno GC-MS 91, 106 4.65 10
1,2-dibromoetano GC-MS 107 2.63 25
Clorobenceno GC-MS 112 3.32 91
Bromoformo GC-MS 173 4.65 50
Nitrobenceno GC-MS 123 11.00 500
Naftaleno GC-MS 128 12.06 50

Como se puede

observar en la Figura 31, todos los HAPs evaluados se comportan

segln la ley de Fick, que establece que, a tiempos cortos de exposicidn, se produce

un aumento lineal de la permeabilidad hasta que se alcanza un equilibrio entre la

disolucién receptora y la disolucidon donadora, teniendo valores de permeabilidad

en el equilibrio comprendidos entre 0.27 + 0.2 ug cm? para el caso del benceno y

26 + 3 pug cm™ para el nitrobenceno. Estos resultados corroboran la validez de la

camara de simulacién en condiciones de dosis infinita para realizar estudios de

absorcion dérmica en su interior, no solo de BTEX sino de un nimero mayor de

compuestos organicos.
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Figura 31. Perfiles de absorcion a través de membranas Strat-M® obtenidos para los HAPs evaluados
a distintos tiempos de exposicién a aire contaminado a un nivel de concentracidn tecdrica de 5 g L.
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Tabla 12. Valores de Kow y Hce caracteristicos de los HAPs evaluados y pardmetros de permeabilidad
obtenidos experimentalmente empleando la cdmara de simulacion a una concentracién de HAPs en
aire de 5 pug L.

Permeabilidad

304 305 ilibri J tiag
HAPs Kow Flec f;gi',:ﬂ“,ﬂi'“; ':; (Ugcm2hits)  (mints)
1,2-dicloroetano 1.47 19.83 09+0.1 0.114 £ 0.005 69.1+0.8
Benceno 2.13 421 0.27 £0.02 0.088 + 0.003 <10
Bromodiclorometano 2.10 9.92 0.82 +0.09 0.11+0.02 34+2
Tolueno 2.69 3.72 0.66 = 0.06 0.12 £ 0.02 <10
1,2-dibromoetano 1.60 44.62 3.4+0.3 0.43 £0.02 155
Clorobenceno 2.84 7.44 0.64 +0.06 0.13+0.01 4+2
Etilbenceno 3.13 3.22 0.28 £0.03 0.057 £ 0.003 14+2
m,p-xileno 3.18-3.20 3.47 0.60 + 0.05 0.126 +0.008 15+2
Bromoformo 2.35 42.14 41104 0.50 £ 0.02 22+4
o-xileno 3.13 4.71 0.71+0.4 0.120 £ 0.07 17+1
Nitrobenceno 1.85 1140.32 26+3 20+0.1 30120
Naftaleno 3.36 57.01 4.4 +0.6 0.65 £ 0.02 619

En la Tabla 12 aparecen reflejados los valores de J obtenidos para cada HAPs
evaluado a través de membranas Strat-M®, teniendo resultados en el intervalo de
0.057-2.0 pg cm? hl, asi como los valores de tng, comprendidos entre tiempos
inferiores a 10 minutos y 69 minutos. Hay que destacar que los principales
parametros fisicoquimicos que afectan a los pardmetros de absorcion dérmica (J,
tiag Y permeabilidad en el equilibrio) de los HAPs evaluados estan relacionados con
su peso molecular y su coeficiente de particidon octanol-agua (Kow).3% 3% En el caso
de los VOCs, como los compuestos evaluados, el coeficiente de particion estrato
cérneo-aire (Ks ), el cual estd relacionado directamente con el coeficiente de
particion estrato cérneo-agua (Ksc w) y con el coeficiente de particion agua-aire
(Kw_g), es un buen indicador del flujo molecular.

Como Ksc_w estd directamente relacionado con Kow, Y Kw g esta relacionado con la
constante de Henry (Hcc), se puede suponer que para compuestos con Kow similar

304 Agency for Toxic Substances and Disease Registry website, Atlanta, GA, USA.
https://wwwn.cdc.gov/TSP/index.aspx Acceso abril de 2021.

305 Sander, R. Copilation of Henry’s law constants (version 4.0) for water as solvent. Atmospheric Chemistry and
Physics. 2015; 15(8):4399-4981.

306 Vera Fiservoa-Bergerova, T., et Pierce, J. T. Horizons: Biological Monitoring V: Dermal Absorption. Applied
Industrial Hygiene. 1989; 4(8):F14-F21.

307 Magnusson, B. M., Anissimov, Y. G., Cross, S. E., et al. Molecular size as the main determinant of solute
maximum flux across the skin. Journal of Investigative Dermatology. 2004; 122(4):993-999.
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(de 1.47 para 1,2-dicloroetano a 3.36 para naftaleno3®) el principal pardmetro
fisicoquimico que afecta al flujo dérmico es Hcc y, a medida que aumenta la

constante de Henry, también aumenta el flujo molecular (R? = 0.92) (Figura 32).
309,310
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Figura 32. Representacion grdfica de la correlacion obtenida entre los valores experimentales de J y
los valores tedricos de Hcc para los HAPs evaluados (exceptuando el nitrobenceno).

En cuanto a los valores de permeabilidad obtenidos para los diferentes HAPs, cabe
sefialar que cuanto mayor es la constante de solubilidad de Henry, mayor es la
permeabilidad en equilibrio de los analitos en agua. Asi, una vez mas, el valor de
Hce es el principal parametro fisicoquimico que afecta a la permeabilidad en el
equilibrio. Como se puede ver en la Figura 31, los compuestos halogenados
alcanzaron permeabilidades en el equilibrio (de 0.64 a 4.1 pg cm?),
significativamente mds altas que las obtenidas para el BTEX (de 0.27 a
0.71 pug cm). Ademas, cabe destacar que en los casos del naftaleno y nitrobenceno

308 Rathbun, R. E. Transport, behavior, and fate of volatile organic compounds in streams. Professional Paper,
1589. 1998.

309 Sander, R. Copilation of Henry’s law constants (version 4.0) for water as solvent. Atmospheric Chemistry and
Physics. 2015; 15(8):4399-4981.

310 Agency for Toxic Substances and Disease Registry website, Atlanta, GA, USA.
https://wwwn.cdc.gov/TSP/index.aspx Acceso abril de 2021.
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se obtuvieron valores de permeabilidad de 4.4 y 26 |ug cm™ respectivamente, lo que
puede atribuirse a sus elevados valores de Hcc de 57 y 1140, respectivamente.

Con estos resultados se demuestra la validez de la cdmara de simulacién
desarrollada para la realizaciéon de experimentos de absorcidon dérmica de VOCy
semiVOCs en condiciones de dosis infinita.

4. Evaluacion de la efectividad de materias primas y
cosmeéticos antipolucion frente a HAPs

Una vez estudiado el comportamiento de los HAPs en el interior de la camara de
simulacidn, se procedié a evaluar la efectividad de varios cosméticos antipolucion
y materias primas empleadas en su desarrollo, en condiciones de dosis infinitas.

Para evaluar la efectividad antipolucién de diferentes productos cosméticos, en las
condiciones de la camara de simulacién mencionadas anteriormente (Tabla 10), se
han realizado varios ensayos independientes a tres tiempos de exposiciéon (2, 4 y
24 h). A todos ellos se les ha aplicado 2 mg de producto sobre la parte superior de
la membrana Strat-M® y se han introducido dispositivos de control en los que no
se ha aplicado producto cosmético. En el caso de materias primas, para poder
aplicarlas sobre la membrana de forma homogénea, éstas se han mezclado con
glicerina al % de efectividad indicado por cada fabricante. A continuacidn, se ha
evaluado la efectividad antipolucion de las mismas en condiciones de dosis infinitas
(Tabla 10). En todos los casos, se han realizado tres experimentos independientes.
En la Figura 33, se muestra a modo de ejemplo los resultados obtenidos para uno
de los tipos de materias primas evaluadas, los aceites.
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Figura 33. Efectividad en la reduccion de la permeabilidad cutdnea de los HAPs evaluados para el caso
de uno de los aceites estudiados, representando los resultados obtenidos para las muestras control
(marcadores violetas) y las muestras de cosmético (marcadores blancos).

114



Capitulo 4: Resultados y discusién

Tabla 13. Diferencias de la permeabilidad cutdnea entre controles y muestras de uno de los aceites
estudiados, de los HAPs evaluados expresadas en % obtenidas a distintos tiempos de exposicion.

Aceite
Diferencia en % exposicion

Analitos Tiempo 2h Tiempo 4h Tiempo 24h
1,2-dicloroetano 664 62+14 0
Benceno 55+11 48 +13 0
Bromodiclorometano 63+6 57+12 0
Tolueno 53+14 46 + 18 0
1,2-dibromoetano 62+6 56 + 15 0
Clorobenceno 56 +13 41+13 0
Etilbenceno 59+13 46 £ 19 0
m,p-xileno 60+ 16 48 +18 0
Bromoformo 68+6 56 £ 19 0
o-xileno 64 +£10 57+18 0
Nitrobenceno 65+8 45+ 6 0
Naftaleno 54+7 58 £19 0
Media 57 50 0

A partir de dichos resultados, se han obtenido las diferencias en porcentaje de la
permeabilidad de los HAPs entre los dispositivos control y los de las diferentes
materias primas evaluadas. En este caso en concreto, donde se evalud uno de los
aceites, las diferencias de permeabilidad para cada uno de los HAPs evaluados a
distintos tiempos de exposicion, quedan recogidas en la Tabla 13. Asi, se puede
observar una proteccién superior al 50 % durante las primeras 2 h de exposicion, y
en este caso en concreto, transcurridas 4 h de exposicion esta efectividad se
mantiene por encima del 40 %. En la Tabla 14 se resumen los resultados mas
relevantes obtenidos para los diferentes tipos de materias primas evaluadas.
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Tabla 14. Resultados obtenidos para los andlisis de la efectividad antipolucion de diferentes tipos de

materias primas.

Familia

Extractos vegetales

Péptidos

Polisacaridos

Aceites

Filtros solares

Activos naturales

Activos sintéticos

Funcién

Actividad protectora de las
células germinales de la piel,
evita los danos producidos por
la contaminacién potenciando
las defensas naturales de las
células.

Excepcion: extracto
polisacarido inulina.
Bloqueo de la unidn de los VOCs
con los receptores arilo. Dicha
unién activa rutas metabdlicas
relacionadas con un aumento
del estrés oxidativo, aumento
de la inflamacién y glicacién.

rico en

Creacion de un film sobre la piel
que minimiza la absorcion de los
contaminantes.

Formacién de una capa sobre la
piel impidiendo la fijacién de la
polucion.

Proteccion contra la radiaciéon
uv.

Se ha estudiado un activo que
forma complejos acuosos que
recubren las células y las
protege de la contaminacion.

Activo con propiedad
antimanchas (sustancia pura
aislada de la salvia).

Clasificado como protector de la
piel frente a factores externos.

Resultados

No ha demostrado ser eficaz frente a
ninguno de los HAPs estudiados.

Excepcion: protecciones superiores al 50
% para la mayoria de HAPs durante 2 h,
desapareciendo esta proteccién a
tiempos mayores.

En el caso de péptidos sintéticos de
propiedad antioxidante, se muestra una
proteccion inferior al 50 % para la mayoria
de VOCs analizadosa 2 y 4 h.

Proporciona protecciones superiores al 50
% a 2 h de exposicidn. La proteccion va
disminuyendo al aumentar el tiempo de
exposicion, siendo efectivo en algunos
casos a las 4 h de exposicion.

Para la mayoria de los VOCs proporciona
protecciones superiores al 50 % durante 2
h y para periodos superiores mantiene
protecciones superiores al 30 %.
Proteccidon media-alta frente a la mayoria
de los VOCs evaluados durante 2 y 4 h de
exposicion.

No muestra una proteccidn superior al 50
% para ninguno de los VOCs analizados. La
mayor proteccion la muestra durante 2 h
de exposicion perdiendo efectividad con
el paso del tiempo.

Proteccion media durante los primeros
tiempos de exposicion, pero pierde
efectividad con el tiempo

Se observa una efectividad, para la
mayoria de los VOCs, cercana al 70 %
durante 2 h de exposicidn, a medida que
aumenta el tiempo de exposicion se va
perdiendo efectividad.

Nota: Es posible que alguna de las materias primas analizadas esté compuesta por una mezcla de ingredientes, en

este caso al efecto antipolucidn de los ingredientes activos se debe sumar el posible efecto generado por alguno/s

de los otros componentes.

Teniendo en cuenta los resultados de la Tabla 14, los extractos vegetales han

demostrado ser los activos menos eficaces frente a la absorcion dérmica de los
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HAPs evaluados que el resto de las materias primas estudiadas. Se ha observado
gue la proteccion frente al nitrobenceno, en general es baja o nula, siendo el mas
eficaz el filtro solar. En definitiva, de los resultados obtenidos se puede concluir que
ninguno de los activos analizados es capaz de bloquear, por si mismo, la absorcion
dérmica de los HAPs evaluados, pero es posible que la combinacidon de estos
activos, filtros solares, antioxidantes y polisacaridos, junto con otros compuestos
formadores de barrera, reduzcan la absorcion dérmica de contaminantes
atmosféricos.

Las Figuras 34 y 35 muestran, a modo de ejemplo, la permeabilidad obtenida para
los HAPs estudiados, en los dispositivos de control (marcadores morados) y en
aquellos en que se ha aplicado el cosmético cremigel antiedad y agua mist
(marcadores blancos), respectivamente.
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Figura 34. Efectividad en la reduccion de la permeabilidad cutdnea de los HAPs evaluados para un
cremigel antiedad, representando los resultados obtenidos para las muestras control (marcadores
violetas) y las muestras de cosmético (marcadores blancos).
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Figura 35. Efectividad en la reduccion de la permeabilidad cutdnea de los HAPs evaluados para un
agua mist, representando los resultados obtenidos para las muestras control (marcadores violetas) y

las muestras de cosmético (marcadores blancos).

119



Desarrollo de métodos analiticos para evaluar la efectividad de cosméticos antipolucién

Asi pues, se han obtenido las diferencias en porcentaje de la permeabilidad de los
HAPs entre los dispositivos control y los de los diferentes productos cosméticos
evaluados. A modo de ejemplo, en las Tablas 15 y 16 se muestran las diferencias de
permeabilidad de cada uno de los HAPs evaluados a distintos tiempos de
exposicidon, obtenidas para el Cremigel antiedad y el Agua mist, respectivamente.

Tabla 15. Diferencias de la permeabilidad cutdnea entre controles y muestras de Cremigel antiedad,
de los HAPs evaluados expresadas en % obtenidas a distintos tiempos de exposicion.

Cremigel antiedad
Diferencia en % exposicion

Analitos Tiempo 2h Tiempo 4h Tiempo 24h
1,2-dicloroetano 52+4 40+ 3 0
Benceno 54+11 34+3 0
Bromodiclorometano 50+12 29+1 0
Tolueno 57+10 37+7 0
1,2-dibromoetano 64+9 42 +2 0
Clorobenceno 47 +£17 30+£12 0
Etilbenceno 67 +8 45+ 6 0
m,p-xileno 71+7 52+7 0
Bromoformo 54 +13 24 +9 0
o-xileno 66+7 46+ 2 0
Nitrobenceno 0 0 0
Naftaleno 51+19 316 0
Media 52 34 0

Tabla 16. Diferencias de la permeabilidad cutdnea entre controles y muestras de Agua mist, de los
HAPs evaluados expresadas en % obtenidas a distintos tiempos de exposicion.

Agua mist
Diferencia en % exposicion
Analitos Tiempo 2h Tiempo 4h Tiempo 24h
1,2-dicloroetano 66 +17 0 0
Benceno 75+12 0 0
Bromodiclorometano 68 +£19 0 0
Tolueno 80+10 0 0
1,2-dibromoetano 73+9 0 0
Clorobenceno 64 +15 0 0
Etilbenceno 86+ 13 0 0
m,p-xileno 79 £ 15 0 0
Bromoformo 62 +18 0 0
o-xileno 71+18 0 0
Nitrobenceno 0 0 0
Naftaleno 80+20 0 0
Media 67 0 0
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A modo de resumen, en la Tabla 17 se muestran la media de las diferencias de
permeabilidad de los HAPs estudiados obtenidas para cada uno de los productos
cosméticos evaluados, a distintos tiempos de exposicidn.

Tabla 17. Efectividad antipolucion expresada como diferencia de permeabilidad cutdnea media entre
controles y muestras de cosméticos, de los HAPs evaluados a distintos tiempos de exposicion.

Diferencia en % exposicion

Tiempo 2h Tiempo 4h Tiempo 24h
Crema hidratante antiarrugas 5 0 0
Mascarilla 30 46 5
Serum 34 2 0
Crema con SPF medio 44 7 0
Cremigel antiedad 52 34 0
Crema facial 62 69 19
Agua mist 67 0 0
Crema SPF medio con 9 89 0

activo antipolucion

Teniendo en cuenta estos resultados, se puede observar que algunas formulaciones
practicamente no poseen efectividad antipolucion como es el caso de la Crema
hidratante antiarrugas. Por otro lado, otras formulaciones como es el caso del Agua
mist, poseen elevada efectividad antipolucién durante las 2 primeras horas de
exposicidén, sin embargo, esta efectividad desaparece transcurridas 4 h. Otras
formulaciones son capaces de mantener su efectividad antipolucion durante al
menos 4 h, como es el caso de la Crema SPF medio con activo antipolucion, o la
Crema facial donde incluso transcurridas 24 h se observa que aln posee
efectividad, aunque mucho menor que durante las primeras horas de exposicion.
Por tanto, a la hora de determinar la efectividad antipolucién de un cosmético, es
necesario evaluar tanto su capacidad para evitar que los contaminantes atraviesen
la piel como su capacidad para mantener dicha efectividad a lo largo del tiempo.

Tras tener una vision general de la efectividad de las materias primas y los
cosmeéticos antipolucidn evaluados, se decidio realizar un estudio en profundidad,
donde se obtuvieron los perfiles de absorciéon completos (0.5-24 h), para dos de
estos cosméticos: Crema con SPF medio (A) y Crema SPF medio con activo
antipolucién (B).
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Previamente, se determinaron las propiedades fisicoquimicas (viscosidad,
densidad, pH, conductividad e indice de refraccion) de los cosméticos antipolucion
evaluados (Tabla 18). La viscosidad es un pardmetro importante para los
cosmeéticos antipolucién ya que una viscosidad elevada se encuentra asociada a una
composicion rica en principios activos o factores de consistencia. Por otro lado, una
viscosidad baja podria generar problemas de disolucién y absorcién del producto.
Como se puede observar en la Tabla 18, el cosmético B tiene una viscosidad
comprendida entre 3.95 y 4.95 Pa s, mientras que el cosmético A posee una
viscosidad inferior, entre 2.53 y 3.53 Pa s™.

Tabla 18. Propiedades fisicoquimicas de los cosméticos antipolucion evaluados.

SPF medio con activo

SPF medio (A) antipolucion (B)

Viscosidad (Pa s) 2.53-3.53 3.95-4.95
Densidad (g cm3) 1.0158-1.0258 1.0136-1.0236
pH 6-7 6-7
Conductividad (1S cm-) 377-701 1888-2832
indice de refraccion (np) 1.3748-1.3948 1.3999-1.4199

La densidad de ambos cosméticos es similar, teniendo valores entre 1.01y 1.03 g
cm3, siendo un valor normal para este tipo de formulaciones. Puesto que estas
cremas se aplican directamente sobre la piel, es preferible que posean un pH similar
al de ésta. Segun literatura, se han obtenido valores de pH acido para la piel
comprendidos en el rango de pH de 4.0 a 7.0.3!! Como se puede observar en la Tabla
18, ambos cosméticos poseen un pH acido con valores comprendidos entre 6y 7.

La conductividad generalmente se emplea para determinar el tipo de emulsién y
estimar la estabilidad de la misma. Valores altos de conductividad (>50 pS cm™)
indican emulsiones de aceite/agua, mientras que valores bajos de conductividad
(<1 pS cm™) indican emulsiones agua/aceite.?'? Los valores de conductividad
obtenidos para los cosméticos evaluados aparecen en la Tabla 18. Como puede
verse, el cosmético A (377-701 PS cm™) posee una menor conductividad que el B
(1888-2832 uS cm™), siendo ambas emulsiones aceite/agua. En cuanto al indice de

311 L ambers, H. Piessens, S., Bloem, A., et al. Natural skin Surface pH i son average below 5, which is beneficil for
its resident flora. International Journal of Cosmetic Science. 2006; 28(5):359-370.

312 Jjang, J., Mei, Z., Xu, J., et al. Effect of inorganic electrolytes on the formation and the stability of water-in-oil
(W/0) emulsions. Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects. 2013; 429(20):82-90.
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refraccion, se puede observar que ambas formulaciones poseen valores
comprables en el rango de 1.37-1.42.

La evaluacién de la efectividad antipolucion de estos dos cosméticos se llevd a cabo
a una concentracion tedrica de 15 pg L' de HAPs en el interior de la cdmara de
simulacidn. Para ello, se ajusté el flujo de aire seco a 3 L min?, y se empled una
disolucién de HAPs en acetona al 0.9 % (p/v) a un flujo de 5.0 UL min. Para
determinar la concentracion real de HAPs en el interior de la cdmara de simulacidn
se realizé por muestreo activo. Ademas, dicha concentracion se compard con la
obtenida mediante la ley de Henry una vez se alcanza el equilibrio entre la fase
donadora y aceptora. Como se puede observar en la Tabla 19, todos estos valores
se encuentran en el mismo rango que las concentraciones tedricas, con
concentraciones de 12-15 pg L'y 8-14 pg L}, excepto para el caso del nitrobenceno
para el que se obtuvieron concentraciones de 4-3 pg L%, para medidas mediante
muestreo activo y empleando la ley de Henry, respectivamente.

Tabla 19. Concentraciones obtenidas mediante muestreo activo, y empleando la ley de Henry.

[HAPs] (ug L1 £ s)
HAPs

Muestreo Ley de
activo Henry
1,2-dicloroetano 15+3 12+3
Benceno 12+3 9+1
Bromodiclorometano 14 +3 11+1
Tolueno 12+2 10+1
1,2-dibromoetano 13+3 10+3
Clorobenceno 14+3 12+3
Etilbenceno 13+2 10+1
m,p-xileno 254 21+1
Bromoformo 13+4 10+4
o-xileno 14+3 14+2
Nitrobenceno 3+1 412
Naftaleno 12+3 8+3

Para evaluar la efectividad de dos cosméticos antipolucién se realizaron
experimentos de control empleando membranas Strat-M® sin cosmético, asi como
muestras con cosmético a las que se les adicioné de forma homogénea 2 mg de
cosmético en la cara expuesta a la atmdsfera contaminada de las membranas
Strat-M®. Asi, se introdujeron las celdas de Franz modificadas para controles y
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cosmeéticos en el interior de la cdmara de simulacién durante distintos tiempos de
exposiciéon comprendidos entre 0.5 y 24 h. Transcurridos dichos tiempos de
exposicidon se fueron sacando los dispositivos de migracion del interior de la cdmara
para el posterior analisis de las disoluciones receptoras mediante GC-MS. Hay que
destacar que para cada tiempo se exposicion se evaluaron 10 muestras: 1 blanco,
3 controles, 3 muestras del cosmético A y 3 muestras del cosmético B.

La Figura 36 muestra los perfiles de absorcién obtenidos para cada uno de los HAPs
evaluados en muestras control y de cosméticos A y B. Se puede observar un
aumento lineal para todos los compuestos hasta alcanzar el equilibrio a tiempos
superiores a 12 h, lo que corrobora que todos los HAPs evaluados siguen la ley de
Fick. Sin embargo, en el caso de los cosméticos evaluados, el equilibrio se alcanza a
tiempos superiores a los de los experimentos de control, con un maximo de 18 h.

A partir de estos resultados obtenidos de forma experimental, se calcularon los
valores de J de controles y muestras de cosméticos para cada uno de los HAPs
evaluados (Tabla 20). Posteriormente, se realizd una prueba t-student para
determinar si los valores de J obtenidos para los cosméticos Ay B, y el control eran
estadisticamente diferentes para un valor de P inferior a 0.05. Como se puede
observar, los valores de J obtenidos para el cosmético A son significativamente
inferiores a los obtenidos para controles. Sin embargo, los valores de J obtenidos
para el cosmético B son significativamente inferiores a los obtenidos para el
cosmético A y las muestras control. Esto indica que ambos cosméticos poseen
efectividad antipolucién. Sin embargo, los valores de flujo menores obtenidos para
B indican una mayor efectividad que el cosmético A, ya que valores de flujo
menores indican una reduccion de la cantidad de HAPs absorbidos por unidad de
tiempo.

En la Tabla 21 se muestran los valores de ti,s obtenidos para muestras control y de
cosméticos. Como se puede ver, los valores de ti,g para el cosmético A son similares
a los del control, teniendo valores de tig inferiores a 10 min para todos los analitos
evaluados. Sin embargo, los valores de ti.g obtenidos para el cosmético B son
significativamente mas altos que los de la muestra control, con valores
comprendidos entre 33 y 74 min, lo que demuestra una mayor efectividad
antipolucién, ya que provoca un aumento del tiempo que tardan los HAPs
evaluados en alcanzar la disolucién receptora.

124



Capitulo 4: Resultados y discusién

1,2-dicloroetano

4
L3 g0 8050
E> g
op .
=1

0

0 5 10 15 20 25
Tiempo (h)

2,5 Bromodiclorometano
. $8 8344
£ 15 &

c »
@ 1
0,5
O A
0 5 10 15 20 25
Tiempo (h)
Etilbenceno
+8 0
§ '8eB

0,8
0,6
'?E 04 . &
5 8
I 02 (3
0
0

5 10 15 20 25
Tiempo (h)
o-xileno

86 Sg5p

5 10 15 20 25
Tiempo (h)
Clorobenceno

28 8epa

pg cm?

(=] |
(=R, BT, B Y

[o e ]

0 5 10 15 20 25

Tiempo (h)
100 Nitrobenceno
80 o g 5 Q
T 6o 83 520®
o oo
o 40
20
[

0 5 10 15 20 25
Tiempo (h)

Benceno

gagﬁga

pg cm?

1
058
0,6 »
0,4 °
0.2
0
0

5 10 15 20 25

Tiempo {h}
1 Tolueno
0,8
N‘E 0.6 - » 8 8 § g [+] 5
o &
w 04
0,2
0
0 5 10 15 20 25
Tiempo (h)
2 m,p-xileno
v g 8
E . % 2 8gB
2
0,5 b
(<}
0
0 5 10 15 20 25
Tiempo (h)
s 1,2-dibromoetano
6 3¢ 3
w » s8es
£4 \d <
o, 8 o
0
0 5 10 15 20 25
Tiempo (h)
Bromoformo
10
8 [
. % 8pp8
e © * o
S, & Lo
¥ 0
2
0
0 5 10 15 20 25
Tiempo (h)
10 Naftaleno
8
T o6 ) 8 § 8ge®
o 4
2 o)
5 7.
0
0 5 10 15 20 25

Tiempo (h)

Figura 36. Perfiles de absorcion obtenidas para los HAPs estudiados a concentraciones en aire
comprendidas entre 3-15 ug L1 en controles (marcadores negros), y muestras de cosméticos A

(marcadores violetas) y B (marcadores blancos)
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HAPs

1,2-dicloroetano
Benceno
Bromodicloroetano
Tolueno
1,2-dibromoetano
Clorobenceno
Etilbenceno
m,p-xileno
Bromoformo
o-xileno
Nitrobenceno

Naftaleno
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[HAPS]
(ngL'£5s)

15+3
18+3
14+3
12+2
13+3
14+3
13+2
25+4
13+4
14+3
3+1

12+3

Control

0.566 + 0.007
0.140 + 0.006
0.377 £+ 0.006
0.138 £ 0.008
1.2+0.2
0.24 £0.04
0.114 + 0.005
0.25+0.04
1.4+0.3
0.21+£0.02
5.1+03
1.1+0.1

2Valor de t-critico igual a 2.230 (n = 10).

J(ugecm2hlts)

Cosmético A

0.48 £0.01
0.118 + 0.005
0.30+0.01
0.10+0.01
0.6+0.1
0.17 £0.02
0.075 £ 0.002
0.18 £ 0.06
0.7+0.1
0.15+0.03
4.0+0.1
0.6+0.1

t-test?

17.258
6.900
15.543
7.268
6.573
3.834
17.740
2.378
5.422
4.076
8.521
8.660

Cosmético B

0.324 £ 0.009
0.099 + 0.003
0.243 +0.009
0.084 +0.009
0.33 £0.02
0.13 £0.02
0.056 + 0.005
0.11 +£0.02
0.5+0.2
0.10+0.01
3.5+0.2
0.45 +0.05

t-test?

51.990
14.971
30.345
10.985
6.573
6.025
20.092
7.668
5.978
12.050
10.870
14.241

Tabla 20. Concentracion de HAPs en la cdmara de simulacion y flujos (J) obtenidos experimentalmente para
controles y muestras de cosméticos SPF medio (A) y SPF medio con activo antipolucion (B), y comparacion t-student.

t-test®
(cosmético A-B)
28.403
7.982
10.378
2913
4.677
3.464
8.642
2.711
3.944
3.873
5.477
3.286
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Tabla 21. Valores de ti,q obtenidos experimentalmente para cada uno de los HAPs evaluados en
controles y muestras de cosméticos SPF medio (A) y SPF medio con activo antipolucion (B).

tiag (mMin £ s)

HAPs

Control Cosmético A Cosmético B t-test?
1,2-dicloroetano <10 <10 50+5 14.237
Benceno <10 <10 37+3 21.362
Bromodiclorometano <10 <10 54+6 14.347
Tolueno <10 <10 39+3 19.106
1,2-dibromoetano <10 <10 41+4 3.431
Clorobenceno <10 <10 33+8 6.713
Etilbenceno <10 <10 53+5 20.428
m,p-xileno <10 <10 50+7 11.521
Bromoformo <10 <10 50+6 3.789
o-xileno <10 <10 55+ 6 17.249
Nitrobenceno <10 <10 60 £ 30 3.757
Naftaleno <10 <10 717 10.379

2 Valor de t-critico igual a 2.230 (n = 10).

Segun bibliografia cientifica, se ha demostrado que los surfactantes y los materiales
poliméricos formadores de barrera aumentan notablemente la efectividad
antipolucién frente a compuestos orgénicos.3** El cosmético antipolucidn B tiene
un total de factores de consistencia en su composicion, principalmente
poliacrilatos, estearatos de glicerilo y polimeros céreos hidréfobos, de 3.02 % p/p,
frente al 1 % del cosmético A. Esta diferencia de factores de consistencia supone
diferencias significativas en la viscosidad (Tabla 18) pero también en la efectividad
antipolucién frente a compuestos organicos (Tablas 20 y 21). En este sentido, cabe
destacar que el porcentaje de dimeticona (polidimetilsiloxano) utilizado como
emoliente en la férmula es también mayor (6.0 % p/p) en el cosmético antipolucion
B que enel A (3.0% p/p). El polidimetilsiloxano se ha empleado previamente como
simulante sintético de piel para la realizacion de experimentos de absorcion
dérmica, donde se demuestra que al aumentar el grosor de la membrana de PDMS
disminuye J y aumenta el ti,g (Tabla 8). Por tanto, cabia esperar que la presencia de
un mayor porcentaje de PDMS en la férmula cosmética aumente su efectividad
antipolucién. De manera que las diferencias de factores de consistencia son

324 Mistry, N. Guidelines for Formulating Anti-Pollution Products. Cosmetics. 2017; 4 (57): 1-16.
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responsables de las diferencias en la efectividad antipolucién de los cosméticos
evaluados frente a compuestos organicos.

Por otro lado, la adicion de polisacéridos de elevado peso molecular, como la goma
xantana (principio activo antipolucién con efectos demostrados contra la adsorciéon
de compuestos organicos3%®), al cosmético B provoca un aumento de la efectividad
antipolucién. Ademds, la presencia de particulas minerales en los cosméticos
antipolucién, como el talco o los silicatos, adsorbe compuestos orgdnicos en su
superficie,3? o que aumentaria el efecto antipolucién de los productos cosméticos.

El porcentaje de talco o silicatos en el cosmético B es superior al de A, lo que podria
explicar la mayor efectividad de este producto en comparacién con A. En resumen,
la combinacion de todos los compuestos mencionados proporciona un efecto
antipolucién demostrado al cosmético B, superior al del cosmético A y claramente
superior a la aplicacién de productos cosmético convencionales.

5. Evaluacion de la cAmara de simulacion en condiciones
de dosis finitas

Como se ha comentado en el Capitulo 1: Introduccidn y antecedentes de esta Tesis
Doctoral, los estudios de absorcion dérmica pueden realizarse en condiciones de
dosis infinitas o finitas. Se ha demostrado que la camara de simulacién de
atmodsferas contaminadas resulta adecuada para la realizacion de estudios de
absorcion dérmica en condiciones de dosis infinitas. Para poder realizar estudios de
absorcién dérmica en condiciones de dosis finitas, la configuracién de la cdmara de
simulacion debe adecuarse a las nuevas condiciones experimentales. En
condiciones finitas, los contaminantes atmosféricos no son introducidos en el
interior de la cdmara de forma constante, sino que su concentracién varia en el
interior de la cdmara durante la evolucién del experimento. Para demostrar la
adaptabilidad de la camara de simulacién a diferentes situaciones se ha
seleccionado un caso concreto de atmédsfera contaminada en situaciones finitas
como es el de la atmosfera generada durante la combustion de un cigarrillo. Las
modificaciones introducidas en la camara de simulacién son las siguientes: se ha

325 Mistry, N. Guidelines for Formulating Anti-Pollution Products. Cosmetics. 2017; 4 (57): 1-16.
326 Hashizume, H. Adsorption of aromatic compounds in wéter by talc. Clay Science. 2009; 14:61-64.
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eliminado la linea de introduccion de los contaminantes en disolucion,
manteniendo la entrada de aire limpio y seco. Se ha introducido en el interior de la
camara de simulacién una maquina de fumar para llevar a cabo el proceso de
combustién de los cigarrillos.

Por otra parte, para tener un control de las variaciones en diferentes pardmetros
experimentales en el interior de la cdmara de simulacién en condiciones de dosis
finitas se han introducido en el interior varios sensores para evaluar la temperatura,
humedad, dxidos de carbono, VOCs y particulas durante el transcurso del
experimento.

5.1. Disefio y desarrollo de una maquina de fumar

Para la introduccién de contaminantes organicos procedentes del humo de tabaco,
se desarrollé una maquina de fumar. Para ello se empled una mini bomba de vacio
de diafragma, con un flujo de 5.5 L min?, situada en el exterior de la cdmara de
simulacion. Se conecté a tres cigarrillos, los cuales se encuentran en el interior de
la cdmara, mediante conectores de 3 vias y tubos de silicona de 10 mm de didmetro
interno, asi como una trampa de vacio. Este sistema permite realizar cambios de
cigarrillos a través del orificio abierto de la cdmara de simulacién cuando sea
necesario (Figura 37). El humo inhalado se hace fluir a través de una trampa de
vacio y se reintroduce hacia el interior de la cdmara.

Esta maquina de fumar puede ser utilizada en estudios de absorciéon dérmica en
condiciones de dosis finitas. En este caso, se enciende la maquina de fumar y se
consumen los tres cigarrillos simultdneamente, en un tiempo aproximado de 10
minutos.

La maquina de fumar también puede generar atmdsferas contaminadas en
condiciones semi-infinitas, en los que se encienden tres cigarrillos cada 30 minutos,
durante un periodo de 8 h.
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r

Figura 37. Fotografia de la cdmara de simulacién modificada (A), y ampliacion de la mdquina de fumar
(B) donde se indica el lugar a través del cual se produce la absorcion de aire (flecha roja) para el
consumo de los cigarrillos, y la reintroduccién del mismo hacia el interior de la camara (flecha azul).
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5.2. Identificacion de compuestos organicos presentes en el humo
de tabaco en el interior de la cAmara de simulacion

El objetivo de este estudio no es proporcionar una lista completa de los compuestos
organicos del humo del tabaco, sino demostrar la utilidad de la cdmara de
simulacidn para generar una atmésfera contaminada que representa una situacion
cercana alareal. En este sentido, en la Tabla 22 se muestra una lista de compuestos
organicos identificados tras realizar muestreo activo de la atmdsfera simulada
durante la combustion simultanea de tres cigarrillos, empleando la maquina de
fumar desarrollada. La identificacion de compuestos organicos se ha realizado
mediante TD-GC-MS, comparando los espectros de MS obtenidos con los de la
Biblioteca de espectros de masas del Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia
(NIST, Gaithersburg, MA, Estados Unidos), que contiene mas de 300 000 espectros
de MS de compuestos organicos. Ademas, el tiempo de retencién de los picos
identificados se compard con el de los patrones preparados con este objetivo.
Como puede verse, la lista incluye isopreno, benceno y compuestos aromaticos
relacionados, piridina, anilina, estireno, terpenos, nicotina y PAHs. De estos
compuestos, se realizd una seleccion de 15 compuestos representativos para
estudios posteriores, donde se incluyen benceno, tolueno, etilbenceno y xilenos
(BTEX), clorobenceno, estireno, p-cimeno, limoneno, naftaleno, nicotina,
acenaftileno, 2-metilantraceno y 1-metilfenantreno.

Tabla 22. Tiempo de retencion e iones seleccionados de los analitos procedentes del humo de tabaco
identificados en el interior de la cdmara de simulacion.

t, (min) m/z Analitos identificados
1.61 43 Isopreno
1.95 55, 56 1-nitropentano

Trans ciclopent-1-en-3,5-diol

2.02 1
0 41,43 2,3-metilfurano
2.30 77,78 1,4-ciclohexadieno
2.52 77,78 Benceno
2-metil-4-pentenal
222 43,55 Tetrahidro-4-metil-3-metilenfurano
2.99 43,79 _ 5-metil-1-hexin
4-isopropilciclohexanol
3.08 95, 98 2,5-dimetilfurano
3.40 65, 66 Fenol
3.76 91 1-(1,3-butadienil)-2-vinilciclobutano

[(ciclohex-1-en-3-il)metil]benceno
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*Continuacion de la Tabla 22

tr (min) m/z Analitos identificados
3.99 79 Piridina
5,5’-oxibis[(E)-1,3-pentadieno]
4.21 68 t-butil acetileno
1S-(-)-N-(ciclopent-2-en-1-il)hidroxilamina
4.43 91,92 Tolueno

5,5-dimetilciclopentadieno
1-metilciclohexa-2,4-dieno
2-[(metilsulfonil)oxi]ciclohexil metanesulfonato
1-bromo-3,4-dimetil-2-penteno
(2-allilciclopropil)metanol
5.15 41 3,3-dimetil-1,6-heptadieno
5-nitro-4-noneno
2-isopropil-furano

4.61 77

4.78

>-50 94,110 3-tert-butil-1,5-ciclooctadieno
6.52 6592 3-meti!piridina
Anilina
6.84 94 2-dimetilaminopiridina
6.84 94 p-Cresol
7.28 95 Furfural
7.55 77,112 Clorobenceno
8.57 91, 106 Etilbenceno
9.27 91, 106 m,p-xileno
10.62 78,104 Estireno
10.65 91, 106 o-xileno
o,m,p-etiltolueno
12.55 120 1,2,3-trimetilbenceno
12.65 104 3-vinilpiridina
Isopropilbenceno
12.96 120 1,2,4-trimetilbenceno
o,m, p-etiltolueno
E-1-fenilpropeno
13.01 118 2-propenil-benceno
2,3-dihydro-1H-indeno
13.40 91, 117 p-cimeno
13.47 67,93 dl-limoneno
15.10 128,129 Naftaleno
16.30 84,133 Nicotina
17.00 152, 151 Acenaftileno
17.55 41 Nonadecano
18.32 192 2-metilantraceno
19.60 192 1-metilfenantreno
22.82 121 Esqualeno
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5.3. Determinacion de las condiciones de la cAmara de simulacién
durante los procesos de combustién en condiciones finitas

Se han monitoreado varios parametros en el interior de la cdmara de exposicion
para evaluar el proceso de combustiéon durante el experimento, llevado a cabo
mediante la combustién de tres cigarrillos, consumidos en 10 min
aproximadamente, obteniendo los siguientes resultados (Figura 38). La
temperatura y la humedad relativa casi no se vieron afectadas, teniendo valores
promedio de 24.8 + 0.2 °C y 40.1 + 0.9 %, respectivamente. Los niveles de
concentracion previos a la combustion de los cigarrillos, de CO, CO, y VOCs fueron
0.45, 1045 y 101 mg m™ respectivamente, los cuales aumentan hasta un maximo
de 130, 3021 y 8337 mg m= a 1200 s (20 min), debido a la combustién de los
cigarrillos. Con un perfil similar, la concentracidn previa a la combustién de los
cigarrillos, de PM fue de 0.01 mg m™ la cual aumenté hasta 339 mg m3.
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Figura 38. Temperatura, humedad relativa, y perfiles de concentracion de CO, CO, VOCs, y PM en el
interior de la cdmara de simulacion durante la combustion de tres cigarrillos.
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De igual forma, se evalud la homogeneidad en el interior de la cdmara de simulacién
de la atmédsfera generada. Para ello, se llevd a cabo un experimento de absorcion
dérmica empleando membranas Strat-M® en las celdas de Franz modificadas
colocadas en diferentes ubicaciones en el interior de la cdmara (cada una de las
esquinas y el centro de la cdmara), y consumiendo 3 cigarrillos simultdaneamente
empleando la maquina de fumar (Figura 39). Se obtuvo una concentracion media
de 13.9 + 1.3 pg L* de nicotina en la disolucion receptora determinada mediante
LC-MS-MS, con una precisiéon establecida como % RSD inferior al 10 %. Asi, la
presencia de los ventiladores eléctricos en el interior de la cdmara, asegurd una
homogeneizacion total de la atmdsfera interior, siendo adecuada para realizar
estudios de absorciéon dérmica en cualquier posicién de la cdmara de simulacién.

Nicotina(pg L)

Strat-M 0.7 em?

12 mLPBS
pH7.4

-
 —
—s

Figura 39. Esquema de la cdmara de simulacién y mdquina de fumar, donde aparecen indicadas las
distintas posiciones estudiadas para evaluar la homogeneidad del aire en el interior de la cdmara de
simulacién; y resultados obtenidos en este estudio para el caso de tolueno en membranas Strat-M® y
nicotina en disolucion receptora.
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5.4. Evaluacién de la efectividad de cosméticos antipolucién frente
a compuestos presentes en humo de tabaco.
5.4.1. Condiciones de dosis finitas

La concentracion de contaminantes en el aire de la cdmara de simulacién se evalué
mediante muestreo activo, en intervalos de 5 min durante un tiempo total de 2 h.
En la Tabla 23 se muestran las propiedades analiticas de los contaminantes
determinados en el humo de tabaco mediante muestreo activo y posterior analisis
por TD-GC-MS. La Figura 40 muestra los perfiles de concentraciéon de los
contaminantes evaluados en la atmdsfera simulada, donde se observa un
incremento rapido de la concentracidn de analito hasta un maximo a los 15-20 min,
y posteriormente una disminucién de la concentracion de forma progresiva. Los
valores maximos de concentracion alcanzados para algunos contaminantes
representativos evaluados, como la nicotina, tolueno, etilbenceno y p-cimeno
fueron de 16.58, 3.15, 0.71 y 0.41 ug L%, respectivamente. La concentracién media
de estos compuestos en el intervalo de 0 a 30 minutos fue de 9.70, 2.07, 0.26 y
0.41 pg LY, respectivamente.

Tabla 23. Caracteristicas analiticas, iones seleccionados y tiempo de retencion de los contaminantes
del humo de tabaco estudiados mediante muestreo activo y posterior andlisis por TD-GC-MS.

lones Tiempo de Rango LOD LoQ

guaiite (m/z) retencion (min) lineal (ng) (ng) (ng) ¥

Benceno 77,78 2.50 20-4000 6 20 0.995
Tolueno 91, 106 4.43 20-4000 6 20 0.998
Clorobenceno 112 7.63 200-4000 50 170 0.978
Etilbenceno 91, 106 8.57 100-4000 30 100 0.997
m,p-xileno 91, 106 9.27 200-4000 60 200 0.992
Estireno 116 10.62 500-4000 150 500 0.984
o-xileno 104 10.65 200-4000 50 170 0.994
p-Cimeno 91, 117 13.40 350-4000 100 330 0.985
Limoneno 67,93 13.47 200-4000 60 200 0.999
Naftaleno 128 15.10 20-4000 5 17 0.994
Nicotina 84,133 16.30 200-4000 50 170 0.989
Acenafthileno 152 17.00 20-4000 5 17 0.979
2-metilantraceno 192 18.32 100-4000 25 83 0.996
1-metilfenantreno 192 19.60 100-4000 25 83 0.996
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Figura 40. Perfiles de concentracion en el interior de la cdmara de simulacion de los contaminantes
presentes en el humo de tabaco estudiados, tras realizar muestreo activo en condiciones de dosis

finita.
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*Continuacion de la Figura 40.

Se realizaron estudios de absorcidon dérmica in vitro en condiciones de dosis finitas,
utilizando membranas Strat-M® de control, sin cosmético (n = 3) y membranas
tratadas con una capa homogénea de 2 mg cm™? de los cosméticos evaluados:
Crema con SPF medio (A), Crema SPF medio con activo antipolucién (B) y Crema
facial (C) (n = 3). Posteriormente, se introdujeron las celdas de Franz modificadas
en el interior de la cdmara durante un tiempo total de exposicidon de 135 min, y se
guemaron los tres cigarrillos de forma simultanea. Finalmente, se determind la
concentracién de los contaminantes en la membrana Strat-M® y la solucion
receptora de cada celda. Ademas, también se analizé un blanco para comprobar la
ausencia de contaminantes.
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Las concentraciones obtenidas en los experimentos de control se muestran en la
Figura 41y la Tabla 24. Como puede observarse, la nicotina fue el inico compuesto
detectado en la solucidn receptora, mientras que en la membrana Strat-M® se
detectaron mds compuestos, como benceno, tolueno, etilbenceno, xilenos,
estireno, p-cimeno y limoneno.

La concentracidon de nicotina en la solucidn receptora aumentd con el tiempo
alcanzando un valor de concentracién mdéxima a los 30 min de exposicion (11.6 pg
LY). En estas condiciones, tras 30 min de exposicidn, los cosméticos evaluados
provocan una disminucion de la absorcion de la nicotina, obteniendo
concentraciones de 7.9, 6.6 y 7.5 pg L?! para los cosméticos A, B y C,
respectivamente, lo que indica un efecto antipolucion sobre la absorcién de
nicotina (Tabla 24).

Tras el andlisis de las membranas Strat-M® empleadas como control, tras 30 min de
exposicidn, se obtuvieron concentraciones de 90 ng cm™ de benceno, 160 ng cm™
de tolueno, 55 ng cm de etilbenceno, 400 ng cm™ de m,p-xileno, 120 ng cm™ de o-
xileno, 160 ng cm™ de estireno, 71 ng cm™ de p-cimeno, 500 ng cm de limoneno y
2500 ng cm de nicotina. Comparando estos resultados con los obtenidos para los
cosméticos A, By C, se puede observar una reduccion significativa de la cantidad
de contaminantes en la membrana (Tabla 24), lo que confirma la efectividad

antipolucién.
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Andlisis de la disolucidn receptora
Nicotina A
16
14 o
12 ; }
10
o
8
2
6
4
2
0 <
0 20 40 60 80 100 120 140 160
Tiempo (min)
Anilisis de membranas Strat-m® B
Tolueno Etilbenceno
200 60
50
150 o ¢
- _ 40
Ewo | & @ § 30 ¢ 9
2 2
20
so [ @ . ®
10
0 0 ¢
0 50 100 150 0 50 100 150
Tiempo (min) Tiempo (min)
p-cimeno Nicotina
50 5000 -
40 $ 4000 ¢
e 30 = 3000
§ ¢ 3 §
220 2 2000 ®
0 | ® ° ¢
1000
<
0 o L®
0 50 100 150 0 50 100 150
Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 41. Estudio de absorcion dérmica de contaminantes orgdnicos seleccionados procedentes del
humo de tabaco en condiciones de dosis finita. (A) Concentracion de nicotina en la disolucion receptora
y (B) analitos en membranas Strat-M .
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Tabla 24. Concentracion de los contaminantes evaluados en membranas Strat-M® y disoluciones
receptoras tras 30 minutos de exposicion en condiciones de dosis finita en muestras de control y
cosmeéticos, SPF medio (A), SPF medio con activo antipolucion (B) y crema facial (C).

Concentracién (ng cm2t s)

Muestra Analito Control Cosmético A Cosmético B Cosmético C
Benceno 90+8 505 35+4 37+3
Tolueno 160 + 20 88+9 101 +£10 656
Etilbenceno 55+5 40+ 4 11+2 23+4
m,p-xileno 400 + 30 110+ 10 26+3 46+ 4

Strat-M® o-xileno 120+ 15 54+4 40+3 303
Estireno 160+ 14 <LOD <LOD? <LOD
p-Cimeno 71+9 40+ 3 262 10+£2
Limoneno 500 £ 50 480 + 20 143 £ 13 <LOD
Nicotina 2500 £ 200 1600 + 140 1400 + 150 1400 + 130

Disolucion receptora  Nicotina (ug L) 11.6+1.0 7.9+1.0 6.6+1.1 7511

a Inferior al limite de deteccién

5.4.2. Condiciones de dosis semi-infinitas

Una vez evaluada la cinética de los contaminantes presentes en el humo de tabaco
en condiciones de dosis finita, se procedié a evaluar la cinética de los mismos en
condiciones de dosis semi-infinita. Para ello, se consumen 3 cigarrillos cada 30 min
durante un total de 4.5 h, y se realiza muestreo activo en intervalos de 20 minutos.
En estas condiciones, tal y como se observa en la Figura 42, las concentraciones de
contaminantes evaluados permanecen a niveles altos de concentracion durante
todo el experimento. Asi, se obtuvieron valores de concentracién medios,
transcurridos 30 minutos, para algunos contaminantes representativos como la
nicotina, tolueno, etilbenceno y p-cimeno de 20 + 5, 8 + 2, 1.4 + 03 vy
0.7 + 0.1 pg L'}, respectivamente.
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Figura 42. Perfiles de concentracion en el aire del interior de la cdmara de simulacion de los
contaminantes presentes en el humo de tabaco estudiados, tras realizar muestreo activo en
condiciones de dosis semi-infinitas.
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Tras la evaluacion de la efectividad antipolucion de los cosméticos A, By C en

condiciones de dosis finita, se realizaron estudios de absorcién dérmica in vitro en

condiciones de dosis semi-infinitas para muestras control y los cosméticos A, By C,

empleando celdas de Franz modificadas a tiempos de exposicién de 0.5, 1,2,4y 8

h, y consumiendo 3 cigarrillos cada 30 minutos a lo largo del experimento. Se

detectd benceno, tolueno y nicotina en la disolucién receptora de las muestras

control tras 1 h de exposicion (Tabla 25), a concentraciones de 3.6, 4.8 y

29.0 pg L%, que aumentaron a 24, 33 y 1500 pg L%, respectivamente, tras 8 h de

exposicion.
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Figura 43. Estudio de absorcion dérmica de contaminantes orgdnicos seleccionados procedentes del
humo de tabaco en condiciones de dosis semi-infinita. (A) Concentracién de analitos en la disolucion
receptora y (B) analitos en membranas Strat-M®.
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En la Figura 43 se muestra la concentracién de contaminantes en la disolucién
receptora a distintos tiempos de exposicién, y se puede observar un aumento lineal
de la absorcion de nicotina, mientras que en los casos del benceno y tolueno
parecen alcanzar el equilibrio a las 8 h. Las concentraciones de contaminantes
obtenidas en las membranas Strat-M® para los experimentos control a distintos
tiempos de exposicidn indican una absorcion lineal durante las primeras horas de
exposiciéon (Figura 43 y Tabla 26), alcanzando el equilibrio tras 4 h de exposicion,
con una concentracién de 540 ng cm™ de tolueno, 340 ng cm™ de etilbenceno, 410
ng cm? de p-cimeno y 49700 ng cm™ de nicotina. En la Tabla 26 se muestran las
concentraciones obtenidas de cada contaminante estudiado en las membranas
Strat-M® para controles y muestras con cosméticos A, B y C. Como se puede
observar, se produce una reduccion significativa de los contaminantes absorbidos
en muestras de cosméticos para tiempos de exposicién cortos (1 y 2 h). Sin
embargo, el efecto de los cosméticos se redujo con el tiempo, siendo insignificante

transcurridas 8 h.

Tabla 25. Concentraciones de los contaminantes en la disolucion receptora a distintos tiempos de
exposicion en condiciones de dosis semi-infinita en controles y muestras de cosméticos (A) SPF
medio, (B) SPF medio con activo antipolucion, y (C) crema facial.

Tiempo de Analitos Concentracion (ug L1 +s)
exposicion (h) Control Cosmético A Cosmético B Cosmético C
Benceno 3.6+0.4 24+03 1.08 £0.11 1.35+0.18
1 Tolueno 48+0.5 2.5+0.3 <LOD>? 1.0+0.2
Nicotina 29+2 25+3 21+1 19+2
Benceno 9.9+0.6 43+0.5 2.8+0.3 28+04
2 Tolueno 13.3+1.2 5.1%0.5 33+04 3.0+0.2
Nicotina 169 + 15 159+ 14 116 £+ 11 129+12
Benceno 159+1.3 143+1.6 6.5+04 11.2+1.5
4 Tolueno 24+3 2312 133+1.1 15.6+1.8
Nicotina 660 + 60 660 + 50 630+ 50 640 + 30
Benceno 24 +2 202 1312 18.6+1.6
8 Tolueno 33+3 28+3 18+2 23+2
Nicotina 1500 + 200 1600 + 140 1300+ 120 1400 + 150

a Inferior al limite de deteccién
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Tabla 26. Concentracion de los contaminantes estudiados en membranas Strat-M® tras distintos

tiempos de exposicion en condiciones de dosis semi-infinita para controles y cosméticos.

Tlen?F’.? de Analitos
exposicion (h)
Benceno
Tolueno
Etilbenceno
m,p-xileno
1 o-xileno
Estireno
p-cimeno
Limoneno
Nicotina
Benceno
Tolueno
Etilbenceno
m,p-xileno
2 o-xileno
Estireno
p-cimeno
Limoneno
Nicotina
Benceno
Tolueno
Etilbenceno
m,p-xileno
4 o-xileno
Estireno
p-cimeno
Limoneno
Nicotina
Benceno
Tolueno
Etilbenceno
m,p-xileno
8 o-xileno
Estireno
p-cimeno
Limoneno
Nicotina

Control Cosmético A
2279 1103
343 +17 160+8
140+ 7 54+3
510+ 30 1657
1407 65+4
237 +18 865
122 +6 68+4
760 £ 40 550 + 30
3110+ 160 2680+ 70
332+18 28518
414 £ 15 211+£10
194+ 8 867
620 + 20 285+ 15
1637 877
299 £ 15 147 £ 9
187+ 8 110+ 8
980 + 50 960 + 50
12700 + 600 12100 + 500
460 £ 20 310+18
510+ 30 247 + 15
290+ 20 164 +7
950 + 50 590 + 30
230+12 148 £ 6
680 + 50 370+ 20
353+18 204 £12
1600 + 100 1420 £ 90
42000 £ 2000 42000 = 2000
490+ 20 480 + 20
540 + 30 520 + 20
340 £ 20 311+£18
1150 £ 60 1060 + 50
266 + 15 263 +12
890 + 40 750 + 40
410+ 20 302+18
2000 + 150 1980 £ 140
50000 £ 2000 50000 £ 3000

Concentracién (ng cm2t s)

Cosmético B
93+2
119+6
46+ 3
158+7
54+3
634
35+2

280 + 20
1750 £ 60
225+17
142 +8
675
221+12
645
1014
64+5
51020
13000 + 500
285+ 19
292 +18
1577
730+ 40
102+5
390 + 30
168+ 6
1430 £ 110
41200 = 1800
479 £ 18
580 + 30
224 £ 15
860 + 40
196 £ 10
570 + 30
320+ 16
1800 £ 150
52000 £ 2000

Cosmético C
98.3+1.5
127 +8
48 +3
179+9
52+3
73+5
40+3
310+ 20
2560+ 70
253 +12
196+ 8
756
23914
67 %5
98+ 8
605
436 + 18
9000 £ 400
32020
350+ 20
1787
560 + 40
178 £ 8
270+ 20
153+6
1130+90
43000 £ 2000
490 + 20
520 £ 40
337+19
1180 £ 50
270 = 20
840 + 40
341+£12
1900 + 160
52000 + 2000

El efecto antipolucion de los cosméticos A, B y C en condiciones de dosis semi-

infinitas se ha evaluado mediante la determinacion de la concentracién de los

contaminantes seleccionados en la disolucidn receptora. Como se puede observar

en la Tabla 25, se produjo una disminucion de la concentracién en muestras de

cosméticos durante tiempos de exposicion de 1 y 2 h. El cosmético B redujo la

concentracién en la disolucion receptora en un 72 % para benceno, 88 % para
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tolueno y 29 % para nicotina, en comparacién con los experimentos control. El
efecto del cosmético C fue similar con una absorcion reducida del 67, 78 y 29 % de
benceno, tolueno y nicotina, respectivamente. Mientras que el cosmético A mostré
el menor efecto antipoluciéon con una reduccion de la absorcidn de 45, 55y 10 %
para benceno, tolueno y nicotina, respectivamente. Sin embargo, el efecto
antipolucién de los cosméticos evaluados se redujo claramente a tiempos de
exposicidn superiores a 4 h. La absorcidén de nicotina de las membranas tratadas
con cosméticos durante largos periodos de exposicion fue similar a la de los
experimentos control, lo que indica una saturacidn de la capa de cosmético con el
contaminante. Sin embargo, el efecto antipolucién se mantuvo para el benceno y
el tolueno, con una concentracién reducida en la solucién receptora de 53 y 45 %
para el cosmético B, y 26 y 33 % para el cosmético C, respectivamente.

Como se ha comentado anteriormente, la presencia de surfactantes y materiales
poliméricos formadores de barrera provocan un aumento de la efectividad
antipolucién. Asi, el cosmético C tiene una proporcidon total de factores de
consistencia en su composicion de 9 % p/p frente al 3.2 y 1 % p/p de los cosméticos
antipolucién B y A, respectivamente. Ademas, el porcentaje de polidimetilsiloxano
(emoliente con efecto antipolucion demostrado anteriormente en esta tesis)
también varia entre los tres cosméticos evaluados, teniendo valores de
concentracidon de 3.0, 6.0 y 2.0 (p/p) para los cosméticos A, By C, respectivamente.
Por tanto, hay que destacar que la proporcidn de factores de consistencia presentes
en las distintas formulas cosméticas, son responsables de su efectividad
antipolucién frente a compuestos orgdanicos. Por otro lado, la presencia de goma
xantana (polisacarido de elevado peso molecular) en los cosméticos B y C, asi como
su mayor contenido de talco, les proporciona una mayor efectividad antipolucion
en comparacion con el cosmético A.

En resumen, la combinacién de todos los compuestos mencionados proporciona un
efecto antipolucién demostrado a los cosméticos B y C, superior al del cosmético A
y claramente superior a la aplicacién de productos cosmético convencionales.
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En esta Tesis Doctoral se ha disefiado una cdmara de simulacién de elevado
volumen interno, capaz de generar atmdsferas contaminadas para realizar estudios
de simulacién tanto en condiciones de dosis infinitas, finitas y semi-infinitas, con
temperatura constante y controlada, y con sensores de humedad, CO,, CO,
particulas y VOCs.

Se ha evaluado de forma positiva la estabilidad y la homogeneidad de la cdmara de
simulacién en condiciones de dosis infinitas de HAPs.

Se ha desarrollado una celda de Franz modificada para evaluar la permeabilidad de
compuestos orgdnicos volatiles en fase gas en el interior de la cadmara de
simulacion. Para ello, se empled BTEX como compuestos modelo para determinar
los parametros de permeabilidad J y ti,e. Los parametros de permeabilidad
obtenidos de forma experimental se compararon con los encontrados en
bibliografia, demostrando asi la validez de la cdmara disefiada para realizar estudios
de absorcidn dérmica en condiciones de dosis infinita. Se ha evaluado el efecto del
espesor y la naturaleza de la membrana sobre los pardmetros de permeabilidad,
observando que cuanto mayor es el espesor de la membrana, menor es el flujo
molecular de HAPs y mayor el tiempo que éstos tardan en atravesar la membrana
(tiag). Ademas, un aumento de la concentracidn de HAPs en aire supone un aumento
del J y una disminucion del ti,; de los HAPs evaluados.

Empleando la cdmara de simulacion y las celdas de Franz modificadas, se ha
desarrollado y validado una metodologia analitica para la evaluacién de la
absorcion dérmica y la efectividad de cosméticos antipolucion frente a diferentes
HAPs, basada en el uso de membranas Strat-M® como simulantes de piel humana.
Para ello, se ha empleado la cdmara de simulacién en condiciones de dosis infinita
de HAPs. La efectividad antipolucién, se demostr6 mediante la evaluacion
estadistica de los parametros de permeabilidad (J y tisg) obtenidos para controles y
muestras de cosméticos. Por tanto, cuanto mas reduzcan los cosméticos
antipolucién los valores de J y aumenten los ting, mayor serda su efectividad
antipolucién.

Por otro lado, se ha disefiado una maquina de fumar que permite la combustién
simultanea de tres cigarrillos. Esta maquina permite operar en condiciones de dosis
finita y semi-infinita, mediante la combustidn Unica de tres cigarrillos para una
exposicidén breve, y la combustion de tres cigarrillos cada 30 minutos para una
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exposicidon prolongada, respectivamente. Mediante una serie de modificaciones de
la cdmara de simulacién y la introduccién de dicha maquina de fumar en su interior,

se ha desarrollado una metodologia analitica, versatil y adaptable para evaluar la
absorcion dérmica de contaminantes presentes en humo de tabaco, asi como la
efectividad de cosméticos antipolucién. Esta Ultima se evalia mediante la
determinacién de la concentracién de los contaminantes seleccionados en la
disolucién receptora y membranas Strat-M®, de manera que cuanto menor sea la
concentraciéon de contaminantes evaluados en muestras de cosméticos con

respecto a los controles, mayor sera su efectividad antipolucidn.

Se ha demostrado que los productos cosméticos antipolucién con un mayor
porcentaje de surfactantes y materiales poliméricos (incluyendo poliacrilatos,
estearatos, polimeros céreos y siliconas) formadores de barrera aumentan
notablemente su efectividad. Por otro lado, la adicién de polisacaridos de elevado
peso molecular, como la goma xantana (principio activo antipolucidon con efectos
demostrados contra la adsorcidn de compuestos organicos), provoca un aumento
de la efectividad antipolucion. Ademas, la presencia de particulas minerales en los
cosméticos antipolucién, como el talco o los silicatos, adsorbe compuestos
organicos en su superficie, aumentando de esta forma su efecto antipolucion.
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An exposition chamber has been designed and developed for the production of contaminated atmospheres with
fixed and known concentration of volatile organic compounds. The proposed chamber has been evaluated for the
determination of in-vitro diffusion parameters, such as flux and lag time for benzene, toluene, ethylbenzene, and
xylenes (BTEX). Polydimethylsiloxane (PDMS) and Strat-M® membranes were evaluated, including the effect of
membrane thickness, from 0.5 to 3.0 mm, on the diffusion parameters. The obtained flux values and lag times,
ranged from 0.2 to 1.5 ug em ™2 h™! and from 10 to 130 min, respectively, for studies performed at a BTEX

concentration of 51 yg L™ " in air. Different air concentration of BTEX were evaluated in the calibration chamber,
indicating that flux increased proportionally to the BTEX concentration in air and the lag time decreased as the
air concentration of BTEX increased.

1. Introduction

Urban areas air quality is highly dependent on atmospheric condi-
tions, solar radiation, temperature, meteorological and geographical
factors, deposition, and contaminant emissions (Bourar et al., 2017).
Recently, governments and international agencies are increasingly
concerned about air pollution (European Environment Agency, 2019;
World Health Organization, 2017), being natural and anthropogenic
sources the primary origin of air pollution including volatile organic
compounds (VOCs), sulfur oxides, ozone, carbon oxides, particulate
matter, nitrogen oxides, and radioactive pollutants, in urban regions
(de la Guardia and Armenta, 2016).

VOCs are defined by the World Health Organization (WHO) as or-
ganic compounds with boiling points between 50-100 and 240-260 °C
(World Health Organization, 1989). Among VOCs, benzene, toluene,
ethylbenzene, and xylene isomers (BTEX) have been extensively mea-
sured worldwide due to their health effects such as neurological im-
pairment, allergy, nose and eye irritation, kidney and liver dysfunction,
heart disease, lung cancer and leukemia (Kim and Bernstein, 2009;
Saalberg and Wolff, 2016). Among BTEX, benzene is a group 1 ha-
zardous compound (carcinogenic to humans) with a relatively long
lifetime (World Health Organization, 2011). Moreover, it is well known
that xylenes are highly reactive and contribute to ozone formation and
hence to climate change (Finlayson-Pitts and Pitts, 1993). Major

sources of BTEX emissions in the air include leakage of petroleum and
related products, vehicle exhaust, coal and biomass burning, painting
and petrochemical industries (Zalel et al., 2008). Occupational ex-
posure of BTEX is mainly related to inhalation and dermal absorption,
and in more rare cases, ingestion (Kuranchie et al., 2019).

Since the adoption of the European Regulation on Registration,
Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals (REACH) in-
itiative, there is a constantly growing demand for risk assessment data
in nearly all fields of industry (European Comission, 2007). To date,
several experimental studies have attempted to quantify the dermal
absorption of benzene from neat benzene, organic (non-aqueous) sol-
vents, or aqueous solutions using human, rat, mice, pig, and monkey
skin (Williams et al., 2011). However, the results obtained are highly
variable depending on the experimental conditions of the studies (skin
type, anatomical site, liquid vehicle, units of measurement, among
others). Thus, the development of in vitro testing methods based on skin
penetration models is necessary. The official guidelines recommend in
vitro skin diffusion experiments across human isolated stratum corneum
sheets performed using static Franz-type diffusion cells. However, in
vitro testing methods using ex vivo human skin methods possesses sev-
eral drawbacks including: skin thickness heterogeneity, skin storage
conditions, membrane preparation complexity, age of donor, and high
laboratory costs (Mathes et al., 2014). Synthetic membranes for in vitro
permeation studies were originally developed to be used as an
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alternative to human skin models (U.S. Department of Health and
Human Services, 1997; Haq et al., 2018). The main advantages of
synthetic membrane are related to homogeneity and controlled thick-
ness, faster membrane preparation time, and relatively low cost.
Commonly used synthetic membranes can be categorized in two
groups, including: i) membranes acting as barrier: silicone-based
membranes, polydimethylsiloxane (PDMS) and CarboSil, generally hy-
drophobic and rate limiting, and ii) membranes used as support: cel-
lulose acetates, cellulose nitrates, and polysulfones (Ng et al., 2012). In
this sense, Strat-M® synthetic membranes were specifically designed by
Millipore to mimic different layers of human skin made by two layers of
porous polyether sulfone, treated with synthetic lipids, on a poly olefin
non-woven fabric support (Haq et al., 2018).

Analyte transport across membranes can be represented using Fick's
Law of diffusion (Eq. (1)).

_DxXKXGC,

Jnp = Y

(€]
where Jy,, is the flux, D is the diffusion coefficient of the compounds in
the membrane, K is the partition coefficient of the evaluated com-
pounds between the donor phase and the membrane, C, is the con-
centration of the evaluated compounds in the donor phase, and h is the
membrane thickness.

In summary, the main objective of this article is the development
and evaluation of a simulation chamber to obtain homogeneous and
controlled atmospheres contaminated with BTEX, used as model com-
pounds, to study dermal absorption using different synthetic mem-
branes in in vitro models.

2. Materials and methods
2.1. Reagents and materials

Benzene, toluene, ethylbenzene, o-xylene, m-xylene, and p-xylene
were provided by Scharlau (Barcelona, Spain) and Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA). Toluene-dg was provided by Sigma-Aldrich and it was
employed as internal standard. Standards and working solutions were
prepared in acetone (GC analysis grade) obtained from Scharlau.

PDMS membranes with different thickness ranging from 0.5 to
3.0 mm were obtained from TOVSI (Valencia, Spain). Strat-M® mem-
branes were purchased from Millipore (Temecula, MA, USA).

2.2. Simulation chamber

A modified closed enclosure model HZ08252 from Bruker (Billerica,
MA, USA) was used as simulation chamber. The closed enclosure is
made of polymethylmethacrylate with a metallic base and an internal
volume of 640 L (see Fig. 1).

Clean and dry air at a fixed flow rate of 2.7 L min " was introduced
in the chamber using a MPB1200 rotameter from MPB Industries (Kent,
UK), calibrated by a high-volume bubble flowmeter. A 105 mm dia-
meter hole was used for air output to avoid overpressure inside the
chamber. Air homogeneity inside the chamber is obtained with two
120 mm diameter fans with hole spacing and vibration-dampening
rubber corners.

Clean air was spiked with different BTEX concentrations by using an
isocratic LC pump HP 1050 series from Hewlett-Packard (Palo Alto, CA,
USA) adjusted to 4-5 uL min~' and a glass T connector as shown in
Fig. 1. Infinite dose conditions were maintained during all the experi-
ments, reaching the corresponding equilibrium concentration. The si-
mulation chamber was placed in a 50 m* closed room, with controlled
temperature (25 = 1 °C) and a high volume exhaust extractor partially
connected to the air output.

To assure BTEX concentration inside the chamber, active sampling
was performed using a low volume personal air sampling TUFF
Standard from Casella measurements (Bedford, UK), operating with a
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Fig. 1. Scheme (A) and picture (B) of the developed exposition chamber to
perform dermal absorption studies. Inset: Picture of glass T-connector to spike
clean air with BTEX compounds.

low flow adaptor at a flow rate of 76 mL min~* for 30 s. The hole used
for active sampling is highlighted in Fig. 1A. It was closed all time,
except when active sampling was performed. Glass thermal desorber
(TD) tubes, capped with perfluoroalkoxy-polytetrafluoroethylene (PFA-
PTFE) ferrules, were obtained from PerkinElmer (Waltham, MA, USA)
and filled with 150 mg of Tenax TA (35-60 mesh) provided by Alltech
(Selmsdorf, Germany). Tenax was conditioned prior to sampling at
300 °C during 2 h. All Tenax tubes were analyzed prior to sampling to
demonstrate the usefulness of the conditioning procedure. Packed tubes
were connected with the active sampling pump using silicone rubber
tubing and the flow was regulated using an ADM calibrated flowmeter
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) before each sampling. After
sampling, tubes were capped with PFA-PTFE ferrules and stored at
—10 °C until analysis. A calibration curve was prepared by the direct
addition of 10 uL BTEX standards in acetone directly inside Tenax
packed TD tubes. Curve was prepared at 5 concentration levels ranging
from 0.005 to 1.0 g target analytes. 10 pL toluene-d8 standard solution
in acetone at a concentration of 10 g L™! was added inside the Tenax
tube to obtain a final mass of 0.1 pg, as internal standard.

TD tubes were thermally desorbed using a Turbo Matrix series TD
from PerkinElmer coupled to a Trace GC-Polaris Q MS detector from
Finnigan (Waltham, MA, USA), equipped with a HP-5MS capillary
column (30 m, 0.32 mm, 0.25 um) from Agilent Technologies.

Thermal desorption was carried out at 260 °C for 20 min using a
75 mL min " helium flow rate and desorbed analytes were transferred
to a Tenax cold trap at —10 °C without any split flow. A quick trap
desorption was carried out at 270 °C at 99 °C s~ and the analytes were
desorbed and directly transferred to the chromatographic column using
a transfer line temperature of 275 °C, using a split flow of 1:15. The
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Table 1
Operative conditions of the simulation chamber and the air concentration of
BTEX compounds.

Parameter Low High

Air flow (L min™") 27 * 01 27 * 0.2
Standard concentration (%, w/v) 1.02 3.00

Standard flow (uL min~") 40 = 09 46 = 07
Air concentration (mg m~?%)
Theoretical 15 51
Active sampling 15 = 2 46 + 4
Henry law calculated 20 £ 2 42 + 3

employed chromatographic conditions and SIM parameters were the
same as those shown for the HS-GC-MS analysis in section 2.4.

BTEX concentration in the exposition chamber air was calculated
following active sampling and the obtained values were compared to
those calculated theoretically using the concentration and flow of the
BTEX standard solution continuously introduced in the chamber (see
Table 1).

2.3. Dermal absorption using vertical diffusion cells

In vitro dermal absorption studies were performed using modified
vertical diffusion cells, following the Franz method (Franz, 1975). Franz
and modified Franz diffusion cells are probably the most commonly
used set-ups for in vitro transdermal studies. In this study, the receiver
medium of the Franz cell was allowed to be in contact with the atmo-
sphere of the simulation chamber through a synthetic membrane (see
Fig. 2). In summary, the donor compartment was the inside atmosphere
of the simulation chamber and the receiver had a volume of 12 mL and
it was maintained at 25 °C by control of the external temperature. The
rounded diffusional area of the membrane separating the compartments
is 0.7 cm?. The receptor fluid consisted of a saline solution of 0.9% (w/
v) NaCl adjusted to pH 7.4 with a phosphate buffer. Receptor solutions
in each cell were continuously stirred using a Teflon coated magnetic
stirrer. Cells were tightly closed in order to avoid evaporation of BTEX
compounds.

The amount of BTEX diffused through the skin was determined by
analysis of the receptor solution after different exposure times. Then,
4.95 mL receptor solution was transferred to a 10 mL HS vial and 50 pL

12 mL 0.9 % (w/v) NaCl
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toluene-d8 standard were spiked to obtain a final concentration of
50 ug L. Samples were immediately analyzed by HS-GC-MS.

Additionally, two blank cells placed outside the simulation chamber
were analyzed to evaluate possible contaminations of the receiving
phase.

2.4. HS-GC-MS determination

Analysis of BTEX compounds was performed using a 7697 A HS
injector, coupled to a 7890 A GC and a 53975C inert XL EI/CI MSD with
Triple-Axis single quadrupole detector, obtained from Agilent
Technologies. HS conditions were 60 °C for 20 min and the generated
vapor phase was injected in split mode (1:10) at 250 °C, employing
helium as carrier gas at a constant flow mode of 8 mL min~'. An
Agilent HP-5MS (30 m, 0.25 mm, 0.25 um) capillary column was em-
ployed and the oven program of temperatures was an initial tempera-
ture 40 °C, held for 8 min, increased at rate of 20 °C min ™" up to 200 °C,
and finally held for 2 min. Ion source and transfer line temperatures
were 300 and 250 °C, respectively. Electron-impact ionization was
performed with an electron energy of 70 eV and Table S1 (supple-
mentary material) shows the selected m/z ions employed for SIM de-
termination of each studied compound, together with their chromato-
graphy retention times.

2.5. Permeation parameters determination

Concentration data of the receptor solution for each diffusion cell
experiment (mg L™ or pug cm™?) were transformed to analyte mass/
area units (ug cm~2) by means of an electronic spreadsheet created by
Excel® software (Microsoft). Flux (ug em™2 h™') was determined for
each experimental condition from the initial slope of the plot of cu-
mulative chemical mass/area in the receptor solution over time.
Experimental time points before analyte detection in the receptor so-
lution were not used for slope determination. Lag time (h) is estimated
as the point of intersection between flux line and the x-axis.

Additionally, BTEX concentration in the simulation chamber air can
be estimated through the Henry's law and the concentration of the
aqueous receiving solution once the equilibrium was reached, as shown
in Equation (2) (Sander, 2015).

Ay

Synthetic membrane
PTFE and Strat-M) 0.7
2

cm

(

Receiver solution

adjusted to pH 7.4

Fig. 2. Scheme of the modified vertical Franz diffusion cell used in this study.
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Fig. 3. The effect of sample volume (A), ionic strength (B), extraction temperature (C), and extraction time (D) on the obtained signal for the measurement of a

500 pg L~ ! BTEX standard in water by HS-GC-MS.

Caqueoux

Hee =
Cgas

2

where Hc is the dimensionless Henry solubility constant, and Cagueous
and Cg; is the concentration of analytes in the aqueous and gas phases,
respectively. The obtained average values for BTEX concentration in the
air are shown in Table 1.

3. Results and discussion
3.1. Design and evaluation of the simulation chamber conditions
The air concentration of BTEX compounds inside the chamber is

controlled by the concentration and flow of the standard solution, and
the air flow. Acetone was selected as carrier solvent due to its high
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vapor pressure that favors the evaporation of the standard solution in
the T-piece of the manifold. Moreover, acetone does not enhance the
skin absorption of lipophilic compounds, such as BTEX (Monteiro-
Riviere, 2010). In order to reach a constant BTEX concentration, before
the exposure experiments the chamber was pre-conditioned overnight
using the aforementioned working conditions (see Table 1), being the
air volume of the chamber renewed 5 times in 12 h. Thus, a zero input-
output balance of target analytes was assumed after an overnight cycle.
As it has been mentioned, infinite dose conditions were assured by a
constant flow of air containing BTEX compounds introduced inside the
chamber. Moreover, the placement of a two electric fans inside the
chamber assures the homogenization of the BTEX concentration inside
the chamber. Homogeneity of the chamber was assessed doing BTEX
permeability experiments using PDMS membranes of 1 mm thickness at
different locations inside the chamber (see Fig. 2). The results showed a
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precision, established as relative standard deviation (RSD) of 4 mea-
surements (each corner of the chamber) lower than 15% for BTEX
permeability experiments.

Preliminary experiments were carried out at 51 mg m > (high level)
air working concentration adjusting pure and dry air flow to
2.7 mL min ' and the 3.0% (w/v) BTEX standard solution (in acetone)
flow to 4.6 uL min~'. Active sampling was employed to evaluate the
real concentration of target analytes inside the calibration chamber two
times a day, during three consecutive days. Moreover, these con-
centrations were compared to that obtained after application of the
Henry's law taking into consideration the concentration of the analytes
in the water solution once the equilibrium was reached. As it can be
seen in Table 1, all these values were in the same range as those the-
oretically expected with an average air concentration for the studied
compounds of 46 + 4 mg m™ >, Thus, the efficiency of the introduc-
tion/volatilization of the BTEX compounds inside the simulation
chamber was positively assessed. An additional concentration level was
evaluated at 15 mg m > (low level) adjusting pure and dry air flow to
2.7 mL min~ ' and the 1.0% (w/v) BTEX standard solution (in acetone)
flow to 4.0 uL min~?, obtaining BTEX concentration values shown in
Table 1. From these results, it can be demonstrated the stability of the
dry air and BTEX solution flow rates, which is appropriate to obtain a
simulated BTEX rich atmosphere to perform dermal absorption ex-
periments.

3.2. Study of the HS instrumental conditions

The effect of several parameters that highly affects analytical sen-
sitivity of HS analysis were evaluated, including sample volume, ionic
strength, extraction temperature, extraction time, and injection time.

Fig. 3A shows the signal obtained after HS injection, using a 10 mL
HS vial, of a 500 ng mL~! BTEX standard as a function of sample vo-
lume from 1 to 7 mL. As it can be seen, BTEX signals increased with the
sample volume. However, when 7 mL sample volume was used, ap-
preciable leaks were observed in several vials due to the overpressure.
Thus, 5 mL sample volume was selected for further experiments.

The effect of ionic strength of the sample solution on the signal of a
500 ng mL~! BTEX standard was evaluated. It should be considered
that, the receiving solution of the dermal exposure experiments had an
initial concentration of 0.9% (w/v) NaCl, which corresponded to
0.15 M NaCl concentration. Thus, the effect of the ionic strength was
evaluated from 0.15 to 3.58 M NaCl. As it can be seen in Fig. 3B, the
increase of the ionic strength has no appreciable effect on the BTEX
signal; and, thus, a 0.15 M NaCl concentration (0.9% (w/v) NaCl) was
selected for further experiments.

Fig. 3C shows the effect of extraction temperature, from 40 to 75 °C,
on the signal of a 500 ng mL ™' BTEX standard, using 20 min of ex-
traction time. As it can be seen, peak area increases with the tem-
perature to achieve a maximum value at 60 °C. At temperatures higher
than 60 °C, leaks were observed in the HS vials due to the overpressure.

HS extraction time was also evaluated, from 5 to 40 min at 60 °C,
using a 500 ng mL~' BTEX standard, being 20 min the most appro-
priate extraction time as shown in Fig. 3D.

Finally, the effect of injection time (from 0.1 to 0.4 min) on the
signal of 5 mL 500 ng mL~" BTEX standard (0.15 M NaCl) analyzed by
HS-GC-MS using 20 min at 60 °C was evaluated. As it can be seen in
Figure SM1 of the supplementary material, using injection times higher
than 0.1 min caused peak broadening and overlapping. Although an
increase of the sensitivity of the methodology was expected by in-
creasing the injection time, the obtained high width and non-Gaussian
shape of GC peaks, strongly recommends the selection of 0.1 min as
injection time.

3.3. Analytical features of the HS-GC-MS procedure

Table 2 shows the analytical features of the proposed methodology
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Table 2

Analytical figures of merit of BTEX determination by HS-GC-MS.
Compound Coefficient of % RSD"  LOD" (ug LOQ" (ug

determination (R?) LY LY

Benzene 0.993 5 6 20
Toluene 0.990 4 7 24
Ethylbenzene  0.9992 4 2 7
m + p-xylene 0.9993 2 4 12
o-xylene 0.998 4 3 10

2 Relative standard deviation of a 50 g L ™! BTEX standard (n = 5).

b Limit of detection was calculated as three times the standard deviation of
the intercept divided by the slope of the calibration curve.

¢ Limit of quantification was calculated as ten times the standard deviation of
the intercept divided by the slope of the calibration curve.

for BTEX determination in terms of linearity, precision, and limits of
detection (LOD) and quantification (LOQ). The determination coeffi-
cients (R%) of BTEX were assessed using calibration curves in a con-
centration range from 5 to 500 pg L™, using toluene-d8 as internal
standard at a concentration of 50 pg L~!, with R* values higher than
0.990 in all cases. Residual errors were randomly and symmetrically
distributed around zero, with the standardized residual values lower
than 2. Repeatability of the measurements was calculated as the RSD of
peak area values obtained for five independent measurements of a
50 pg L~ ! BTEX standard solution, obtaining RSD values from 2 to 5%.
LOD and LOQ values were calculated as three and ten times, respec-
tively, the standard deviation of the intercept divided by the slope of
the calibration curve, obtaining values from 2 to 7 ug L™, and from 7
to 24 pg L™, respectively.

3.4. Effect of the nature and width of the membrane

BTEX have been employed in this study in order to validate the
usefulness of the simulation chamber and to compare permeation
parameters of the PDMS and Strat-M® membranes. PDMS, also called
silicone rubber, is often used to simulate the skin barrier in Franz dif-
fusion cell studies. It is hydrophobic in nature and possesses similar
rate-limiting permeation properties as skin, thus making it a suitable
choice for predicting organic molecule permeation (Waters, 2015). On
the other hand, Strat-M® is a synthetic membrane constructed of two
layers of polyethersulfone, more resistant to diffusion, on top of one
layer of polyolefin, more diffusive.

Thus, to evaluate if PDMS membranes can be used as an alternative
to more complex and expensive synthetic membranes, permeability of
each of the membranes, including PDMS of different thickness values
from 0.5 to 3.0 mm and Strat-M® (0.3 mm), was tested using a constant
and controlled BTEX concentration in air inside the chamber (high
level, 51 mg m ™). Cumulative BTEX permeated over 48 h per mem-
brane area using Strat-M® and PDMS (0.5 and 1.0 mm), as re-
presentative examples, is depicted in Fig. 4.

As it can be seen in Fig. 4, an initial linear uptake was observed for
all the studied compounds, indicating that the analyte permeability
followed the Fick's first law. Thus, experimental flux values were cal-
culated from the slopes of linear trend line by least squares and the real
air concentration of every target compound inside the calibration
chamber was established by the concentration of BTEX in the solution
once the equilibrium has been reached using the Henry’ law (see
Table 1). Table 3 shows the flux and lag time values obtained from each
BTEX compound and membrane evaluated with values ranging from
0.2 to 1.5 pg em 2 h™! and from 10 to 130 min, respectively. Thus,
from the obtained results, it can be concluded that PDMS membranes of
0.5 and 1.0 mm thickness showed similar flux and lag time values to
those obtained from Strat-M® for BTEX permeability. Differences in
percentage have been calculated in Table 3. As it can be seen, both 0.5
and 1.0 mm PDMS membranes compare well with Strat-M®, providing
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Fig. 4. Permeation curves obtained for BTEX compounds over 48 h at an air concentration of 51 mg m™>, using Strat-M® and PDMS (0.5 and 1.0 mm thickness)
membranes.
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Table 3
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Flux (J,np) and lag time experimentally obtained as a function of the analyte and the evaluated membranes using an air concentration of BTEX of 51 mg m®.

Jmp (g em™2h ™"+ s (% difference))

Strat-M PDMS PDMS PDMS PDMS
0.5 mm 1.0 mm 2.0 mm 3.0 mm
Benzene 1.0 = 0.1 1.28 = 0.07 (28) 0.74 = 0.04 (26) 0.49 = 0.09 (55) 0.23 = 0.02(79)
Toluene 0.90 = 0.07 1.23 + 0.07 (37) 0.62 = 0.03 (31) 0.51 = 0.09 (43) 0.19 = 0.01(79)
Ethylbenzene 1.0 = 0.2 1.2 = 0.2 (20) 0.65 = 0.03 (35) 0.56 = 0.09 (44) 0.20 = 0.03 (80)
m + p-Xylene 19 = 0.2 23 + 0.4(21) 1.31 + 0.06 (31) 11 = 0.2 (42) 0.39 * 0.03 (79)
o-Xylene 11 = 01 15 = 0.2 (36) 0.74 + 0.04 (33) 0.5 = 0.1(54) 0.21 + 0.02 (81)
Average difference - 28 31 48 80
Lag time (min * s (% difference))
Strat-M PDMS PDMS PDMS PDMS
0.5 mm 1.0 mm 2.0 mm 3.0 mm
Benzene 0 0(-) 10 = 10(-) 40 £ 10 (-) 54 £ 3(-)
Toluene 0 0(-) 15 = 6(-) 50 = 20 (-) 51 = 3(-)
Ethylbenzene 23 9 21 = 9(9) 31 = 7(35) 90 = 40 (291) 130 + 10 (465)
m + p-Xylene 20 = 10 20 = 20 (0) 30 * 10 (50) 80 * 60 (300) 100 = 10 (400)
o-Xylene 20 = 10 22 = 8(10) 25 * 8(25) 70 * 30 (250) 103 + 9 (415)
Average difference - 6 37 280 427

average differences of 28 and 31%, respectively. On the other hand, lag
time values of 0.5 mm PDMS membrane provide an average difference
of 6% respect lag time values obtained with Strat-M®. Lag time values of
1.0 mm PDMS membrane can be considered as acceptable with average
differences of 37%, while lag time values of 2.0 and 3.0 mm PDMS
membrane provided unacceptable average differences of 280 and
427%, respectively.

Additionally, blank cells placed outside the simulation chamber
provided signals lower than the LOD showing a negligible contamina-
tion from outside.

3.5. Effect of BTEX concentration in the air on the permeation parameters

Table 4 shows the permeability parameters as a function of the
evaluated compounds, the synthetic membrane (1.0 mm PDMS and
0.3 mm Strat-M®), and the concentration of BTEX in the air (15 and
51 mg m ™). On the basis of these values, it can be concluded that flux
increased proportionally to the BTEX concentration in air, while the lag
time decreased as the air concentration of BTEX increased. It must be
indicated that obtained lag times values for benzene and toluene dif-
fered to those found for ethylbenzene and xylene isomers in all the
evaluated experimental conditions. This aspect has been also observed
in the literature and may indicate a faster penetration through the

Table 4

membrane due to its smaller size (Adami et al., 2016; Schenk et al.,
2018; Blanck and McAuliffe, 1985).

Table 5 shows previously published permeation parameters of BTEX
and their experimental conditions. As it can be seen, the variability of
the results is high due to the different type of membrane employed
(human, animal, or synthetic), nature of donor solution (neat liquid,
organic solution, spiked air, ...), or the nature of the permeability study
(in vivo or in vitro). Taking these aspects into consideration, flux of
BTEX compounds can vary up to four orders of magnitude. Regarding
lag time values, the obtained values ranged from 30 to 149 min.

4. Conclusions

In this study a simulation chamber has been designed for the pro-
duction of a high volume atmosphere with known concentrations of
VOCs for its use in the evaluation of diffusion parameters to evaluate
dermal absorption of air pollutants. Stability of VOCs concentration in
air has been evaluated by using an active sampling approach and also
by the obtained equilibrium concentration of the receiver medium
using the Henry law. The main advantage that provides the developed
chamber is based in the ability to perform simultaneous dermal studies
using several diffusion cells at a time, reducing experimental costs and
increasing the versatility in order to obtain simulated contaminated

Flux (J,,,) and lag time experimentally obtained as a function of the analyte and the evaluated membranes using low (15 mg m~?) and high (51 mg m~?) con-

centrations of BTEX.

Jmp (Mg em™2h7! + )

Strat-M PDMS 1.0 mm
Concentration level low high low high
Benzene 0.49 + 0.03 1.0 = 0.1 0.43 + 0.03 0.74 + 0.04
Toluene 0.46 + 0.03 0.90 + 0.07 0.47 + 0.02 0.62 + 0.03
Ethylbenzene 0.37 + 0.05 1.0 = 0.2 0.41 + 0.03 0.65 + 0.03
m + p-Xylene 0.85 + 0.08 19 = 0.2 0.79 + 0.04 1.31 = 0.06
o-Xylene 0.45 + 0.04 1.1 = 0.1 0.50 + 0.03 0.74 + 0.04
Lag time (min * s)

Strat-M PDMS 1.0 mm
Concentration level low high low high
Benzene 17 £ 3 0 20 = 3 10 £ 10
Toluene 15 £ 3 0 26 = 2 15 £ 6
Ethylbenzene 26 + 2 23 + 35 + 2 31 =7
m + p-Xylene 29 £ 7 20 = 10 34 + 3 30 + 10
o-Xylene 30 £ 3 20 * 38 + 3 25 + 8
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Table 5
Permeation parameters of BTEX and the experimental conditions used in published papers.
Compound Donor solution Membrane Flux (ug em~%h™h) Lag time (min) Reference
Benzene Gasoline Human skin 1.5-2.7 68 Adami et al. (2016)
Water, organic solvents and gasoline Human skin 40-560 - Blanck and McAuliffe (1985)
Neat solvent Human skin 0.26 - Magnusson et al. (2004)
Gasoline Human skin 9-566 15-35 Frasch and Barbero (2018)
Air Rat skin (in vivo) 19 - McDougal et al. (1990)
Air Strat-M 0.49-1.1 0-17 This study
Toluene Gasoline Human skin 3.8 96 Adami et al. (2016)
Organic solvent Pig skin 380 27 Schenk et al. (2018)
Fuel Rat skin 0.5 - McDougal et al. (2000)
Neat solvent Human skin 0.34 - Magnusson et al. (2004)
Air Rat skin (in vivo) 15 - McDougal et al. (1990)
Air Strat-M 0.46-0.90 0-15 This study
Ethylbenzene Gasoline Human skin 0.7 143 Adami et al. (2016)
Organic solvent Pig skin 124 148 Schenk et al. (2018)
Fuel Rat skin 0.4 - McDougal et al. (2000)
Air Strat-M 0.37-1.0 23-26 This study
m-xylene Organic solvent Pig skin 63 69 Schenk et al. (2018)
Air Rat skin (in vivo) 15 - McDougal et al. (1990)
m-,p-xylene Air Strat-M 0.85-1.9 20-29 This study
xylene Fuel Rat skin 0.8 - McDougal et al. (2000)
o-xylene Air Strat-M 0.45-1.1 20-30 This study
atmospheres. BTEX were employed as model compounds to calculate References

the main permeation parameters using the proposed simulation
chamber. The obtained permeation parameters were compared to those
found in the literature, indicating therefore the high capabilities of the
designed chamber to perform dermal absorption studies.

The developed chamber can be applied for the determination of
dermal permeation of volatile and semivolatile compounds from dif-
ferent situations such as occupational exposure at different workplaces,
cigarette smoke, or to evaluate the effectiveness of the anti-pollution
cosmetics.
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Synopsis

Different antipollution products have recently irrupted the market to answer current health concerns related
to air contamination. Thus, the development of methodologies for the appropriate evaluation of the efficacy
of these products is needed. In this study, an appropriate analytical methodology has been developed and
validated for the evaluation of the effectiveness of antipollution cosmetic products against the dermal
absorption of different hazardous air pollutants (HAPs). I vitro vertical Franz diffusion cells and Strat-M® as
human skin simulants have been used to assess the effectivity of antipollution cosmetic products. An
exposition chamber, with a fixed and constant concentration of HAPs, including benzene, toluene,
ethylbenzene, and xylene isomers, chlorobenzene, nitrobenzene, haloalkanes, and polycyclic aromatic
hydrocarbons, has been designed and made to simulate contaminated atmospheres. The efficacy of
antipollution cosmetic products has been evaluated using a multi-pollutant approach, representing a more
stringent situation. Diffusion parameters, including flux and lag time, have been calculated for HAPs in the
presence of cosmetic samples, using 2 mg product per cm’, and in control tests. The behavior of HAPs
followed Fick’s first law, allowing the calculation of diffusion parameters. Antipollution effectiveness is
demonstrated by statistical evaluation of the diffusion parameters obtained for controls and cosmetics
samples. So, a reduction in flux values and an increase in lag times imply an appropriate antipollution
effectiveness.

INTRODUCTION

Air pollution is one of the major concerns of 21st century society because of the risk-
associated adverse effects on human health (1). Air pollutants can be classified in two main
types: (i) criteria air pollutants, which include ozone, carbon monoxide, particulate mat-
ter, lead, sulfur, and nitrogen dioxides; and (ii) hazardous air pollutants (HAPs), related
to source-specific emissions, which include more than 150 compounds (2). HAPs are
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those pollutants that cause serious health effects such as cancer and reproductive effects,
among others. HAP contamination of air typically derives from anthropogenic sources,
including mobile and stationary sources.

As a result of this health concern, different antipollution products have recently irrupted
in the cosmetic market (3). Cosmetic companies have adopted three main strategies to
develop antipollution products based on (i) prevention (film-forming ingredients), (ii)
protection (antioxidants), and (iii) repair (4). Generally, a combined strategy including
several ingredients with different complementary mechanisms of action is preferred.
However, the development of antipollution cosmetics and the evaluation of its efficacy is
still a complex challenge for the cosmetic industry.

To date, recently published in vitro efficacy tests of antipollution cosmetics are based on
the effect of air pollutants on the skin structure using human epidermal keratinocytes and
reconstructed skin models (5,6) and human fibroblasts (7). Those procedures address
modification suffered by the skin in the presence or absence of cosmetic products; how-
ever, those procedures do not evaluate the possible dermal absorption, penetration, or
assimilation of air pollutants through the skin. In this sense, the Organization for the
Cooperation and Economic Development has published a series of guidelines for the 7z
vivo (n. 427) and in vitro (N. 428) evaluation of dermal absorption of chemicals (8). In
vitro techniques are based on the determination of absorption rates by passive diffusion
through skin or skin simulants, using Franz diffusion cells with two chambers (donor and
acceptor ones) separated by a human or synthetic membrane. One of the main advantages
of in vitro methods is based on the determination of reproducible data of percutaneous
absorption parameters and the possibility to evaluate potential risks from dermal expo-
sure to chemicals.

Permeation of a substance through the skin is mainly a diffusion process. Mathemat-
ically, absorption of an organic compound can be described by Fick’s laws of diffu-
sion. Fick’s first law relates the flux of compound (J) per unit area (g cm > h™') with
the concentration gradient of substance (8C) (g cm ), the linear distance diffused
(8x) (cm), and the diffusion coefficient (D) (cm” h™") in infinite dose conditions equa-

tion (1) (9).
J=-D= )

Absorption parameters such as J and lag time (T) can be obtained from Fick’s law and
calculated from the slope and linear extrapolation back to x-axis of the linear trend of the
absorption profile, respectively (9).

Thus, the present study is focused on the development of an appropriate analytical meth-
odology for the evaluation of dermal absorption of different HAPs, using 7z vitro vertical
Franz diffusion cells and simulant human skin membranes, to assess the effectivity of
antipollution cosmetic products. Moreover, in contrast to previously published single-
pollutant approaches, aimed at estimating the absorption of or exposure to a single air
pollutant, a multi-pollutant approach representing a situation with more stringent con-
ditions has been used. HAPs used to generate controlled contaminated atmospheres in-
cluded benzene, toluene, ethylbenzene, and xylene isomers (BTEX), chlorobenzene,
nitrobenzene, haloalkanes, and polycyclic aromatic hydrocarbons.
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METHODS AND MATERIALS
REAGENTS AND MATERITALS

Benzene, toluene, ethylbenzene, o-xylene, m-xylene, p-xylene, chlorobenzene, nitroben-
zene, 1,2-dichloroethane, bromodichloromethane, 1,2-dibromoethane, bromoform, and
naphthalene were provided by Scharlau (Barcelona, Spain) and Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO). Toluene-dg was provided by Sigma-Aldrich, and it was used as internal standard.
Standards and working solutions were prepared in acetone (GC analysis grade) obtained
from Scharlau. Strat-M® membranes were purchased from Millipore (Temecula, CA).
Buffer salts were obtained from Scharlau.

COSMETIC PRODUCTS COMPOSITION

Antipollution cosmetic A is a daily skin care cream (viscous emulsion) that protects from
sunlight and blue radiation, preventing skin photoaging. This cosmetic product firms,
smoothes, and reduces wrinkles, due to paracress plant extract. It is suited to sensitive
skin because of the presence of active principles such as licorice extract and bioactive
molecules from stem cells from cotton.

Antipollution cosmetic B is also a rich texture cream (viscous emulsion) that welfares and pro-
tects the skin against external agents such as contamination, sun radiation (infrared, ultravio-
let, and blue light), and oxidant agents, increasing skin firmness and elasticity while intensely
moisturizing. These properties for treating and preventing adverse environmental effects are
provided by its combination of active principles including vitamin C, peptides (carnosine and
oligopeptide-1), alantoin, panthenol, and bioactive molecules from stem cells from cotton.

PHYSICOCHEMICAL PROPERTIES OF DEVELOPED COSMETIC PRODUCTS

Physicochemical properties such as viscosity, density, pH, conductivity, and refraction
index of developed cosmetic products were determined following the procedures de-
scribed next. Viscosity was measured using a DV-III Ultra rotational viscometer from
AMETEK Brookfield (Middleboro, MA). The measurement was carried out with a rota-
tional speed of 50 rpm and read after 3 s after starting the viscometer. An electronic
densimeter MDS-300 from Alfa Mirage (Tokyo, Japan) was used for density determina-
tion. A 3-mL syringe was filled with sample. The cell was filled with the sample until it
flows out by the other exit (2 mL of sample, approximately). The pH values of the respec-
tive specimen were measured by means of the PHS-3B pH meter from TBT (Nanjing,
China). The values of electrical conductivity were measured using an EC-meter GLP-31
from Crison (Barcelona, Spain). The refraction index was measured using an RE40D Re-
fractometer from Mettler Toledo (Barcelona, Spain). In all the experiments, sample tem-
perature was 25°C, and the measurement was repeated three times for the sample, the
final result being an average of three independent measurements.

SIMULATION CHAMBER

A modified closed enclosure model HZ08252, with 640 L internal volume, from Bruker
(Billerica, MA) was used as a simulation chamber (see Figure SM1 of Supplementary
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Material). Clean and dry air at a fixed flow rate of 2.7 L min' was introduced in the cham-
ber using an MPB1200 rotameter from MPB Industries (Kent, United Kingdom), cali-
brated by a high-volume bubble flowmeter. Clean air was spiked with HAPs by using an
isocratic LC pump HP 1,050 series from Hewlett-Packard (Palo Alto, CA) adjusted to 5
pL min~' and a glass T connector (see Figure SM2 of Supplementary Material). Air homo-
geneity inside the chamber is obtained with two fans with vibration-dampening rubber
corners. Infinite dose conditions were maintained during all the experiments. The simu-
lation chamber was placed in a-50 m’ closed room, with controlled temperature (25 *
1°C) and a fume hood system.

DETERMINATION OF HAPS IN THE SIMULATION CHAMBER BY ACTIVE SAMPLING

HAP concentration inside the chamber was measured by active sampling using a low-
volume personal air sampling TUFF Standard from Casella measurements (Bedford,
United Kingdom), operating with a low-flow adaptor at a flow rate of 76 mL min™' for
30 s. Glass thermal desorber (TD) tubes, capped with perfluoroalkoxy-polytetrafluoroeth-
ylene (PFA-PTFE) ferrules, were obtained from Perkin Elmer (Waltham, MA) and filled
with 150 mg of Tenax TA (35—-60 mesh) provided by Alltech (Selmsdorf, Germany).
Tenax was conditioned before sampling at 300°C during 2 h. All Tenax tubes were
analyzed before sampling to demonstrate the usefulness of the conditioning procedure.
Active sampling pump flow was regulated using an ADM calibrated flowmeter (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA) before each sampling. After sampling, tubes were capped
with PFA-PTFE ferrules and stored at -10°C until analysis. TD tubes were ther-
mally desorbed using a Turbo Matrix series TD from Perkin Elmer coupled to a Trace
GC-Polaris Q gas chromatography—mass spectrometry (GC-MS) detector from Finnigan
(Waltham, MA), equipped with an Agilent HP-5SMS capillary column (30 m, 0.25 mm,
and 0.25 pm).

Thermal desorption was carried out at 260°C for 20 min using a 75 mL min ™' helium
flow rate, and desorbed analytes were transferred to a Tenax cold trap at -10°C. A quick
trap desorption was carried out at 270°C at 99°C s, and the analytes were desorbed and
directly transferred to the chromatographic column using a transfer line temperature at
275°C, using a split flow of 1:15. The used chromatographic conditions started at an
initial temperature of 40°C, held for 8 min, increased at a rate of 20°C min' up to
200°C, and finally held for 2 min. Acquisition were performed in full scan mode using a
mass range from 50 to 150 m/z.

A calibration curve was prepared by the direct addition of 10 pL HAP standards in ace-
tone directly inside Tenax packed TD tubes. Curve was prepared at five concentration
levels ranging from 0.005 to 1.0 pg target analytes. Then, 10 pL toluene-d8 standard
solution in acetone at a concentration of 0.01 g L' was added inside the Tenax tube to
obtain a final mass of 0.1 pg, as internal standard.

ABSORPTION STUDIES IN THE SIMULATION CHAMBER

In vitro dermal absorption studies were performed using modified vertical diffusion
cells, following the Franz method (10,11). In this study, the donor compartment was
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the inside atmosphere of the simulation chamber, and the receiver solution consisted of
12 mL saline solution of 0.9% (w/v) NaCl adjusted to pH 7.4 with phosphate buffer
0.15 M, both maintained at 25°C by control of the external temperature. Receptor
solutions in each cell were continuously stirred using a teflon-coated magnetic stirrer.
The synthetic membrane used in this experiment was Strat-M®, specifically designed
to mimic different layers of human skin and composed of two layers of porous polyether
sulfone, on a polyolefin nonwoven fabric support, treated with synthetic lipids (12).
Control experiments were performed with the Strac-M® membrane directly exposed to
the surrounding contaminated atmosphere. On the other hand, effectiveness of the
antipollution cosmetics was evaluated by homogeneously applying 2 mg product per
cm” exposed membrane, this side of the membrane being in contact to the contami-
nated atmosphere. The amount of HAPs diffused through the control and treated
membranes was determined by GC-MS analysis of the receptor solution after different
exposure times, from 0.5 to 24 h.

GC-MS DETERMINATION

Analysis of HAPs was performed using direct and head space (HS) injection GC-MS,
depending on the physicochemical properties of the analyzed compounds. For HS in-
jection, 5 mL acceptor solution with 200 ng mL™" of internal standard (toluene-dg) was
introduced in a 10-mL HS vial, hermetically closed. The vial was heated at 60°C for 20
min and HS measured by GC-MS. In the direct injection method, a liquid—liquid ex-
traction of 5 mL acceptor solution with 20 ng mL ™" of internal standard was carried out
with 0.5 mL hexane and 2-min vortex shaking. After that, the upper layer was intro-
duced in a 2-mL glass vial containing a 200-pL internal volume glass insert and ana-
lyzed by GC-MS.

The used chromatographic system was an Agilent 7697A HS injector, coupled to a
7890A GC and a 53975C inert XL EI/CI MSD with a triple-axis single quadrupole
detector. An Agilent HP-SMS (30 m, 0.25 mm, and 0.25 pm) capillary column was
used, and the oven program of temperatures was an initial temperature of 40°C, held
for 8 min, increased at a rate of 20°C min' up to 200°C, and finally held for 2 min.
Injector temperature was 250°C, using helium as carrier gas at a constant flow mode of
0.8 mL min . Ion source and transfer line temperatures were 300 and 250°C, respec-
tively. Electron impact ionization was performed at 70 eV and MS acquisitions using
selected ion monitoring mode. Table 1 shows m/z ions and retention time of studied
compounds.

PERMEATION PARAMETER DETERMINATION

HAP concentration data of the receptor solution for each diffusion cell experiment were
transformed to analyte mass/area unit (pg cm ). Flux (ng cm ™ h™') was determined for
each experimental condition from the initial slope of the plot of cumulative chemical
mass/area in the receptor solution over time. Experimental time points before analyte
detection in the receptor solution were not used for slope determination. Lag time (h)
is estimated as linear extrapolation back to x-axis of the linear trend of the absorption
profile.
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Table 1
Analytical Procedure, Selected Ions, and Retention Time Characteristics of the Analyzed HAPs
Analytical Tons Retention Limit of quantification
procedure (m/z) time (min) (ng mL ")
1,2-dichloroethane HS-GC-MS 62 1.54 10
Benzene HS-GC-MS 7,778 1.58 5
Bromodichloromethane HS-GC-MS 83 1.87 10
Toluene HS-GC-MS 9,192 2.36 5
Ethylbenzene GC-MS 91,106 3.69 8
m+p-xylene GC-MS 91, 106 3.99 17
o-xylene GC-MS 91,106 4.65 10
1,2-dibromoethane GC-MS 107 2.63 25
Chlorobenzene GC-MS 112 3.32 91
Bromoform GC-MS 173 4.65 50
Nitrobenzene GC-MS 123 11.00 500
Naphthalene GC-MS 128 12.06 50

Furthermore, pollutant concentration in the simulation chamber air can be estimated
through Henry’s law and the concentration of the aqueous receiving solution once the
equilibrium was reached, as shown in Equation (2) (13).

Caqueous
H cc = C—) (2)

gas
where Hec is the dimensionless Henry solubility constant and Cyqueous and Cgy are the
concentrations of analytes in the aqueous and gas phases, respectively.

STATISTICAL DATA ANALYSIS

HAP absorption parameters were obtained for treated and control experiments as mean +
standard deviation of three independent measurements. Student’s #-test was used to de-
termine if values obtained for treated and control experiments were statistically different
at a P-value lower than 0.05.

RESULTS AND DISCUSSION
PHYSICOCHEMICAL PROPERTIES OF ANTIPOLLUTION COSMETICS

Physicochemical properties of the developed antipollution cosmetic products, includ-
ing viscosity, density, pH, conductivity, and refraction index, have been determined
(see Table 2). Viscosity is one of the important physicochemical properties of cosmetics
because high viscosity values are associated to a rich composition of active ingredients
or consistency factors. On the other hand, low viscosity values could generate problems
of dissolution and absorption of the product. As it can be seen in Table 2, antipollution
cosmetic B (3.95-4.95) has a higher viscosity value than antipollution cosmetic A

(2.53-3.53).
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Table 11
Physicochemical Properties of the Developed Antipollution Cosmetic Products
Antipollution cosmetic A Antipollution cosmetic B
Viscosity (Pa s’}) 2.53-3.53 3.95-4.95
Density (g cm ™) 1.0158-1.0258 1.0136-1.0236
pH 6-7 6-7
Conductivity (uS cm™) 377-701 1888-2,832
Refraction index (12p) 1.3748-1.3948 1.3999-1.4199

The density of both cosmetic products is similar, presenting values of 1.01-1.03 g cm ™,
which is a normal density value for this type of cream cosmetic product. As cosmetic
creams are applied directly on the skin, it is preferable that it possesses a pH similar to
that of natural skin. Variable skin pH values are being reported in the literature, all in the
acidic range but with a broad range from pH 4.0 to 7.0 (14). As it can be seen in Table 2,
both cosmetic products have a similar slightly acidic pH value, with values between 6
and 7.

The conductivity test is widely used to determine the emulsion type and to estimate
emulsion stability. High conductivity values (higher than 50 pS cm™") indicate oil/water
emulsions, whereas low conductivity values (<1 pS cm™') indicate water/oil emulsions
(15). Conductivity values of cosmetic products are given in Table 2. As it can be seen,
product B (1,888-2,832 pS cm ™) has a substantially higher conductivity value than cos-
metic A (377-701 pS cm ™), both being oil/water emulsions. Regarding the refraction
index, it can be seen that developed cosmetic products show comparable values in the
1.37-1.42 range.

DESIGN AND EVALUATION OF THE SIMULATION CHAMBER CONDITIONS

The air concentration of HAPs inside the chamber is controlled by the concentration and
flow of the standard solution and the air flow. Acetone was selected as carrier solvent be-
cause of the solubility of HAP compounds and its high vapor pressure. Moreover, acetone
does not enhance the skin absorption of lipophilic compounds, such as HAPs (16). The
simulation chamber was preconditioned overnight using the aforementioned working
conditions, assuming a zero input—output balance of target analytes after the overnight
cycle. Infinite dose conditions were assured by a constant flow of air containing HAPs
introduced inside the chamber. Homogeneity of the chamber was assessed during HAP
permeability experiments using the aforementioned vertical cell design, at different loca-
tions inside the chamber. The results showed a precision, established as relative standard
deviation of five measurements (each corner and the center of the chamber) lower than
16% for HAP permeability experiments.

Preliminary experiments were carried out at 15 mg m ™’ air working concentration ad-
justing pure and dry air flow to 3.0 L min ™" and 0.9% (w/v) BTEX standard solution (in
acetone) flow to 5.0 pL min™'. Active sampling was used to evaluate the real concentra-
tion of target analytes inside the calibration chamber several times a day, during three
consecutive days. Moreover, these concentrations were compared with those obtained af-
ter application of Henry’s law taking into consideration the concentration of the analytes
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in the water solution once the equilibrium was reached. As it can be seen in Table 3, all
these values were in the same range as those theoretically expected, with HAP air concen-
tration from 12 to 15 mg m™’ and from 8 to 14 mg m’, except for nitrobenzene that
provided 4 and 3 mg m’, for the active sampling measurement and using Henry’s law,
respectively. Thus, the efficiency of the volatilization system to introduce HAPs inside
the simulation chamber was positively assessed.

EFFECTIVENESS OF ANTIPOLLUTION COSMETICS

Evaluation of the effectiveness of developed antipollution cosmetics has been carried out
using the simulation chamber, as previously described. Control experiments were carried
out using Strat-M® membranes without any added cosmetic layer, whereas cosmetic sam-
ples experiments were performed with Strac-M® membranes with a homogeneous layer of
2 mg product per cm” exposed membrane. Vertical cell devices for control and cosmetics
experiments were introduced in the exposition chamber for different exposition times,
from 0.5 to 24 h. After each exposition time, control and cosmetic samples were removed,
and receiving solutions were analyzed by GC-MS to evaluate the antipollution effective-
ness over time of the evaluated cosmetic. It should be highlighted that for each exposition
time, 10 experiments were carried out: one blank, three controls, three cosmetic A—
treated experiments, and three cosmetic B—treated experiments.

Figure 1 shows permeation curves obtained for the studied HAPs in the control and
cosmetic samples A and B. As it can be seen, an initial linear uptake was observed for
all compounds that reached the equilibrium at exposition times higher than 12 h, indi-
cating that the analyte permeability followed Fick’s first law. The equilibrium state in the
case of cosmetic samples is reached at longer times than that in control experiments,

Table I11
Concentration of HAPs in the Simulation Chamber Air Measured by Active Sampling and Using Henry’s
Law and Diffusion Parameters

[HAPS}
[mg m~ s}
Permeability

Active  Henry’s at equilibrium
HAPs sampling law Kow' Hee (pgem”ts)  J(ugem  h'+s)
1,2-dichloroethane 153 12+3 147 19.83 281203 0.566 = 0.007
Benzene 12+£3 9+1 213 421  0.68%0.07 0.140 = 0.006
Bromodichloromethane 14+ 3 111 2.10 9.92 1.910.2 0.377 £0.006
Toluene 12+2 101 2.69 3.72 0.67 £0.07 0.138 £0.008
1,2-dibromoethane 13+3 10+3  1.60 44.62 5.5%£0.5 1.2£0.2
Chlorobenzene 14£3 12+3 2.84 7.44 1.610.1 0.24+0.04
Ethylbenzene 132 101 3.13 3.22 0.59 £0.06 0.114 £ 0.005
m+p-xylene 25+4  21+2 3.20-3.18 3.47 1.2£0.1 0.25 £0.04
Bromoform 13+4 104 235 42.14 7.4%+0.5 1.44+0.3
o-xylene 14£3 142 3.13 4.71 1.2%+0.1 0.21 £0.02
Nitrobenzene 3+1 412 1.85 1,140.32 78+ 13 5.1%+0.3
Naphthalene 12+3 8+t3 336 57.01 7.8+£0.8 1.1£0.1

*Kow values obtained from Ref. (22).
°H.. values obtained from Ref. (13).
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Figure 1. Permeation curves (ug cm ) obtained for the studied HAPs at 3—15 mg m” air concentration in
control (black diamond), and cosmetic A (red diamond) and B (white diamond) samples
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with a maximum of 18 h. From experimental data, flux values have been obtained for
control and cosmetic samples for all the evaluated HAPs (see Table 4), and Student
t-test was calculated to determine whether values obtained for treated and control
samples were statistically different at a P-value lower than 0.05. As it can be seen,
flux values for cosmetic B are significantly lower than those obtained for cosmetic A
and control samples. A reduced flux value implies a higher antipollution efficacy
because it reduces the amount of HAPs absorbed per unit time. Table 5 shows the lag
time values obtained from the experimental data for the control and cosmetic sam-
ples. As it can be seen, lag time values for the control and cosmetic A sample are
similar, with lower than 10 min for all the evaluated analytes. However, lag time
values obtained for cosmetic B sample are significantly higher than those of the con-
trol sample, with values in the range of 33—74 min, which demonstrates high anti-

pollution effectivity of cosmetic B.

EFFECT OF PHYSICOCHEMICAL PARAMETERS OF HAPS ON PERMEABILITY VALUES

Although it is not the main aim of this study, it should be commented that the main
physicochemical parameters affecting permeability values (flux, lag time, and permeabil-
ity at equilibrium) of organic compounds through the skin are related to its molecular
weight and octanol—water partition coefficient (Kow) (17,18). For volatile organic com-
pounds, a good indicator of dermal flux is the stratum corneum-—air partition coefficient
(Ksc_g) (19,20), which is directly related to the stratcum corneum—water partition coeffi-

cient (Kgc_w) and water—air partition coefficient (Kyw_g).

As Kgsc_w is directly related to Kow and Ky ¢ is related to Henry’s law constant (Hcp), it
can be assumed that for compounds with similar Kow {from 1.47 for 1,2-dichloroethane

Table IV

Concentration of HAPs in the Exposition Chamber and Flux (J) Experimentally Calculated in

Control and Cosmetic-Treated Strat-M Membranes, and 7-Test Comparison Test

JIpgem ™ h™' £}

t-test”
[HAPs} (cosmetic

HAPs (mg )] Control Cosmetic A z-test” Cosmetic B t-test' A vs B)
1,2-dichloroethane 15+3 0.566£0.007 0.48+0.01 17.258 0.324 % 0.009 51.990 28.403
Benzene 12+3 0.140 £ 0.006 0.118 £0.005 6.900 0.099 +0.003 14.971 7.982
Bromodichloromethane 14 +3  0.377 £0.006 0.30£0.01 15.543 0.243 £0.009 30.345 10.378
Toluene 12+£2 0.138£0.008 0.10X0.01 7.268 0.084 £ 0.009 10.985 2.913
1,2-dibromoethane 13+3 1.24+0.2 0.6%0.1 6.573 0.33+0.02 6.573 4.677
Chlorobenzene 14£3 0.24+0.04 0.17£0.02 3.834 0.13£0.02 6.025 3.464
Ethylbenzene 13+2 0.114 £0.005 0.075 £ 0.002 17.740 0.056 = 0.005 20.092  8.642
m+p-xylene 2514 0.25+0.04 0.18+0.06 2.378 0.11+£0.02 7.668 2.711
Bromoform 13+4 1.4+03 0.7%0.1 5.422 0.5%0.2 5.978 3.944
o-xylene 143 0.21£0.02 0.15%£0.03 4.076 0.10%£0.01 12.050 3.873
Nitrobenzene 3+1 5.1%£0.3 4.0£0.1 8.521 35+£0.2 10.870 5.477
Naphthalene 12+3 1.1x0.1 0.6%0.1 8.660 0.45%0.05 14.241 3.286

‘Student ¢ critical values equal to 2.230 (z = 10).
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Table V
Lag Time (T) Experimentally Calculated for the Studied HAPs in Control and Cosmetic-Treated Strat-M
Membranes

HAPs T (min *s)

Control Cosmetic A Cosmetic B #-test”
1,2-dichloroethane <10 <10 505 14.237
Benzene <10 <10 37+3 21.362
Bromodichloromethane <10 <10 S4+6 14.347
Toluene <10 <10 39+3 19.106
1,2-dibromoethane <10 <10 4114 3.431
Chlorobenzene <10 <10 33£8 6.713
Ethylbenzene <10 <10 53£5 20.428
m+p-xylene <10 <10 507 11.521
Bromoform <10 <10 S0+6 3.789
o-xylene <10 <10 556 17.249
Nitrobenzene <10 <10 64 29 3.757
Naphthalene <10 <10 74%7 10.379

‘Student t critical values equal to 2.230 (» = 10).

to 3.36 for naphthalene (21)}, the main physicochemical parameter affecting dermal flux
is Hep, and as Henry’s constant increases, molecular flux increases too (R° = 0.92) (see
Table 3) (13,22).

Regarding permeability values obtained for the different HAPs, it should be noticed that
the higher the Henry solubility constant, the higher is the permeability at equilibrium of
the analytes in water. Thus, once again, the Hcc value is the main physicochemical pa-
rameter affecting permeability at equilibrium. As it can be seen in Figure 1, halogenated
compounds reached permeabilities at equilibrium from 1.6 to 7.4 pg cm ™ significantly
higher than those obtained from BTEX compounds (0.67—1.2 pug cm ). Moreover, it
should be noticed that naphthalene and nitrobenzene provided permeability values of 7.8
and 78 pg cm’, respectively, which can be attributed to their high Hcc values of 57 and
1,140, respectively.

EFFECT OF COSMETICS COMPOSITION ON ANTIPOLLUTION EFFECTIVENESS

As it has been mentioned in the scientific literature (4), surfactants and barrier-forming
polymeric materials have demonstrated an important antipollution effect versus organic
compounds. Antipollution cosmetic B has a total composition of consistency factors,
mainly polyacrylates, glyceryl stearates, and hydrophobic waxy polymers, of 3.2% w/w
versus only 1% w/w of the antipollution cosmetic A. This difference of consistency factors
provides significant differences in viscosity (see Table 2) but also significant differences in
antipollution effectiveness against organic compounds (see Table 4). In this sense, it
should be commented that the percentage of dimethicone (polydimethylsiloxane) used as
emollient in the formula is also higher (6.0% w/w) in the antipollution cosmetic B than
in A (3.0% w/w). Polydimethylsiloxane has been previously used as a synthetic skin
simulant in dermal absorption experiments (11), which demonstrated that increasing the
width of the polydimethylsiloxane membrane decreases flux and increases lag time. Thus,
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it would be expected that the presence of higher amounts of polydimethylsiloxane in the
cosmetic formula increases its antipollution effect.

The percentage of talc in antipollution cosmetic B is also higher than that in A. It has
been previously demonstrated that organic compounds such as benzene and toluene are
adsorbed on talc (23), which would increase the antipollution effect of cosmetic products.

Moreover, the addition of high—-molecular weight polysaccharides, such as xanthan
gum, an antipollution active principle with demonstrated effects against the adsorp-
tion of organic compounds (4), to antipollution product B would provide an increase in
antipollution effectiveness. In summary, the combination of all the aforementioned
compounds provides a demonstrated antipollution effect to cosmetic product B, which
is superior to that of cosmetic product A and clearly superior to the application of any
cosmetic product.

CONCLUSIONS

In this study, an analytical methodology has been developed and validated for the evalu-
ation of dermal absorption of different HAPs, using in vitro vertical Franz diffusion cells
and simulant human skin membranes, to assess the effectivity of antipollution cosmetic
products. In this sense, an exposition chamber, with a fixed and constant concentration of
HAPs, has been designed to simulate contaminated atmospheres. The efficacy of antipol-
lution cosmetic products has been evaluated using a multi-pollutant approach, represent-
ing a situation with more stringent conditions.

The behavior of HAPs, using Strat-M® as simulant of human skin, followed Fick’s first
law, allowing the calculation of diffusion parameters. Antipollution effectiveness is dem-
onstrated by statistical evaluation of the diffusion parameters obtained for controls and
cosmetics samples. So, the more cosmetics reduce flux values and increase lag times, the
more will be their antipollution effectiveness. Thus, although cosmetics A and B present
a considerable antipollution effect, it has been demonstrated that product B has higher
antipollution effectiveness than product A.
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Synopsis

Negative health effects of active and passive smokers have been widely described, but the effect of tobacco-smoke on
the skin has been less explored. In this study, an analytical methodology has been developed to evaluate the dermal
permeation of hazardous compounds present in tobacco-smoke, using an exposition chamber to simulate finite and
infinite smoking conditions, in vitro vertical Franz diffusion cells, and Strat-M® membranes as human skin
simulants. Moreover, the antipollution effect of three cosmetics has been evaluated, showing a significant efficacy to
reduce dermal permeation of hazardous tobacco-smoke compounds such as of nicotine and aromatic hydrocarbons.
Keywords: dermal absorption; hazardous air pollutants; antipollution cosmetic; simulation chamber; vertical
diffusion cells; passive smoking

INTRODUCTION

Cigarette smoke is a complex mixture, consisting of thousands of compounds, many of which are
known carcinogens, cocarcinogens, or tumour promotors (1). It is a dynamic mixture of sidestream
and exhaled mainstream smoke resulting from combustion of cigarettes. Health effects of cigarette
smoking are well known (2), but smoking effects on skin have been less studied. The presence of
free radicals, both in the tar and the gas phase (3,4), converts the smoke into a highly reactive nature
with potential damaging effects on the skin surface (5). It is known that cigarette smoking induces
premature skin aging (6,7). The relationship between cigarette smoking and skin aging is supported

with epidemiological studies and in vitro mechanistic evidence (8,9,10). It has been also evidenced
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that cigarette smoke can be associated with psoriasis (11).

As a result of this concern, different antipollution products have recently irrupted in the cosmetic
market (12). As complete avoidance of smoke pollution is impossible in cigarette smokers,
antipollution cosmetic products have three main mechanisms of action: i) prevention (film-forming
ingredients or skin barriers), ii) protection (antioxidants to neutralize free-radicals), and iii) repair
(13). To date, published in vitro efficacy methods for antipollution cosmetics are based on the effect
of pollutants on the skin structure using human epidermal Kkeratinocytes and reconstructed skin
models (14,15), and human fibroblasts (16). Those procedures evaluate modifications suffered by
the skin in presence or absence of cosmetic products; however, they do not evaluate dermal
absorption of air pollutants through the skin.

In this sense, the Organization for the Cooperation and Economic Development has published a
series of guidelines for the in vivo (n. 427) and in vitro (N. 428) evaluation of dermal absorption of
chemicals (17,18). Those procedures are based on the determination of absorption rates by passive
diffusion using vertical diffusion cells. Using a similar approach, the dermal exposure of nicotine
from liquid solutions (19,20,21), benzene from gasoline (22), and different organic compounds from
pure liquids (23) have been evaluated.

The present study is focused on the development of an appropriate analytical methodology for the
evaluation of dermal absorption of different organic compounds from cigarette smoke, using in vitro
vertical Franz diffusion cells and simulant human skin membranes to, on one hand, assess the
effectivity of antipollution cosmetic products and, on the other hand, describe and evaluate the
dermal absorption process of some well-known organic contaminants from cigarette smoke. In order
to do that, a multi-pollutant approach simulating field exposition conditions at finite and infinite
doses has been employed.

METHODS AND MATERIALS
REAGENTS AND MATERIALS

Benzene, toluene, ethylbenzene, o-xylene, m-xylene, p-xylene, chlorobenzene, styrene, p-cymene,
limonene, naphthalene, acenaphthylene, 1-methylphenanthrene, 2-methylanthracene, and nicotine
were provided by Scharlau (Barcelona, Spain) and Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).
Toluene-ds, and nicotine-ds, provided by Sigma-Aldrich, were employed as internal standards.
Standards and working solutions were prepared in acetone (GC analysis grade) obtained from
Scharlau. Methanol, ammonium acetate and phosphate saline buffer, obtained from Scharlau, were
used for mobile phase composition and LC standards preparation. Strat-M® membranes were
purchased from Millipore (Temecula, CA, USA).



American-blend cigarettes, containing approximately 50 % Virginia, 37 % burley, and 13 % oriental

varieties, were obtained from local tobacco shops.

COSMETIC PRODUCTS COMPOSITION

Antipollution cosmetic A is a daily skin care cream (viscous emulsion) that protects from sunlight
and blue radiation, preventing skin photo-ageing. This cosmetic product firms, smoothes, and
reduces wrinkles, due to paracress plant extract. It is suited to sensitive skin because of the presence
of active principles such as liquorice extract and bioactive molecules from stem cells from cotton.
Antipollution cosmetic B is also a rich texture cream (viscous emulsion) that welfares and protects
the skin against external agents such as contamination, sun radiation (infrared, UV, and blue light)
and antioxidant agents, increasing skin firmness and elasticity while intensely moisturizing. These
properties for treating and preventing adverse environmental effects are provided by its combination
of active principles including, vitamin C, peptides (carnosine and oligopeptide-1), alantoine,
pantenol, and bioactive molecules from stem cells from cotton.

Antipollution cosmetic C is a lifting cream remodelling facial oval (viscous emulsion) that welfares
and protects the skin against external agents, increasing skin firmness and elasticity. These
properties for treating and preventing adverse environmental effects are provided by its combination
of active principles including, tocopheryl acetate, hydrolysed collagen, citric acid, and bioactive
molecules from stem cells from cotton and Lycium Barbarum and plant and algae extracts including

Caesalpinia Spinosa fruit and Kappaphycus Alvarezii.

SIMULATION CHAMBER

A specifically modified closed enclosute model HZ08252, with 640 L internal volume, from Bruker
(Billetica, MA, USA) was used as simulation chamber (see Figure 1). Clean air was introduced at
2.0 L min~! in the simulation chamber using a MPB1200 rotameter from MPB Industries (Kent, UK),
calibrated by a high-volume bubble flowmeter. Two fans with vibration-dampening rubber corners,
placed inside the chamber, assured air homogencity. The simulation chamber was placed in a 50 m?
closed room, with controlled temperature (25 £ 1 °C) and a fume hood system to avoid operator
exposure to hazardous organic compounds from cigarette smoke.

Air monitoring devices were placed inside the simulation chamber to control air quality. An airflow
multi-function anemometer TA465-P from TSI (Shoreview, MN, USA), equipped with infrared
spectroscopy technology were used to measure COz, CO concentration, temperatute and relative
humidity. A CEL-712 Microdust Pro from Casella Cel (Kempston, UK) with a photoelectric sensor was
employed to determine the concentration of particulate materials (PM) suspended in air. An Airy
Technology P311 (Stoughton, MA, USA) equipped with laser particle counter was used to determine

PM in terms of amount of different size particles and a PhoCheck Tiger from lon Science (Laubach,



Germany) to determine VOCs based on the use of a photo-ionization detector. All devices were

previously calibrated and employed after stabilization.

A) Simulation chamber

B)Smokingmachine ____———

Figure 1. Scheme of (A) the developed exposition chamber and B) smoking machine used to perform dermal absorption
studies of hazardous organic compounds from cigarette smoke.

SMOKING MACHINE

Smoking machine was built using a Laboports mini diaphragm vacuum pump, from VWR International
(Radnor, PA, USA), operating at 5.5 L. min'! flow rate. Vacuum pump was connected to three cigarettes
using silicone tubing (10 mm internal diameter) and 3-way hose fittings (see Figure 1). Inhaled smoke

was flowed through a vacuum trap and reintroduced in the chamber. For dermal absorption



experiments in finite conditions, the smoking machine was turned on and three cigarettes were
simultaneously lighted up. Cigarettes were completely consumed after 10 min, providing a maximum
exposure time of 40 min. On the other hand, for dermal absorption experiments in infinite conditions,

three cigarettes were simultaneously smoked every 30 min, being 8 h the maximum exposure time.

ABSORPTION STUDIES IN THE SIMULATION CHAMBER

In vitro dermal absorption studies were performed using modified vertical diffusion cells, following the
Franz method (24,25). The atmosphere of the simulation chamber acted as donor compartment, while
12 mL saline solution, containing 0.9 % (w/v) NaCl and 0.15 M phosphate buffer (pH 7.4), was the
receptor solution. Temperature was maintained at 25 °C by control of the room temperature. Chamber
temperature, humidity, and PM and VOC concentration inside the simulation chamber were
continuously monitored during all the experiments. Receptor solutions were continuously stirred using
Teflon coated magnetic stirrers. Strat-M® membranes (14 mm diameter, being the exposed sutface of
0.7 cm?) were used in the modified vettical diffusion cells as skin simulants (26).

Effectiveness of the antipollution cosmetics was evaluated by homogeneously applying 2 mg product
per cm? exposed membrane, being this side of the membrane in contact to the contaminated
atmosphere. Control experiments were performed with the Strat-M® membrane at the same conditions
without cosmetic application. The amount of hazardous organic compounds present in the membrane

and receptor solutions were determined after different exposure times.

DETERMINATION OF HAZARDOUS ORGANIC COMPOUNDS FROM CIGARETTES
IN THE SIMULATION CHAMBER

The concentration of hazardous organic compounds inside the chamber was measured by active
sampling using a low volume personal air sampling TUFF Standard from Casella measurements
(Bedford, UK), operating with a low flow adaptor at a flow rate of 40 mL min~! for 5 min. Glass
thermal desorber (TD) tubes, capped with perfluoroalkoxy-polytetrafluoroethylene (PFA-PTFE)
terrules, were obtained from Perkin Elmer (Waltham, MA, USA). TD tubes were filled with 150 mg of
Tenax TA (35-60 mesh) provided by Alltech (Selmsdorf, Germany). Tenax was conditioned prior to
sampling at 300 °C during 2 h.

Active sampling pump flow was regulated using an ADM calibrated flowmeter (Agilent Technologies,
Palo Alto, CA, USA) before each sampling. After sampling, tubes were capped with PFA-PTFE ferrules
and stored at —20 °C until analysis. TD tubes were thermally desorbed using a Turbo Matrix series TD
from Perkin Elmer coupled to a Trace GC-Polaris Q gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS)
detector from Finnigan (Waltham, MA, USA), equipped with an Agilent HP-5MS capillary column (30
m, 0.25 mm, 0.25 pm).



Thermal desorption was catried out at 260 °C for 20 min using a 75 mL min~" helium flow rate and
desorbed analytes were transferred to a Tenax cold trap at =10 °C. A quick trap desorption was carried
out at 270 °C at 99 °C s' and the analytes wete desotbed and ditectly transferred to the
chromatographic column, using a transfer line set at 275 °C, with a helium constant flow of 0.8 mL
min~! and a split flow of 1:15. GC temperature program was 40 °C, held for 8 min, increased at rate of
20 °C min~" up to 200 °C, and held for 2 min. MS ion source and transfer line temperatures were set at
300 and 250 °C, respectively. Full scan acquisitions were performed using a mass range from 50 to 200
m/z.

Calibration curve was prepared in Tenax packed TD tubes spiked with 10 uL target analytes standard
prepared in acetone, with a final added amount from 0.1 to 4.0 pug. Additionally, 10 pL toluene-ds
internal standard solution (10 mg L1 in acetone) was added inside the Tenax tube. Table S1 shows m/z
ions, retention time and analytical features of studied compounds.

For the analysis of hazardous organic compounds absorbed in the synthetic membrane a similar
procedure was used introducing in TD tubes 25 mg of Strat-M® membrane. Calibration curves were
prepared in TD tubes loaded with 25 mg of Strat-M® membrane and spiked with 10 pL target analytes
standard prepared in acetone, with a final added amount from 0.1 to 4.0 pg. Additionally, 10 uL toluene-

ds internal standard solution (10 mg L1 in acetone) was added.

HS-GC-MS DETERMINATION

Analysis of hazardous organic compounds in receptor solutions was performed using an Agilent 7697A
head space (HS) injector, a 7890A GC, and a 53975C inert XL EI/CI MSD with triple-axis single
quadrupole detector. In a 10 mL HS glass vial were introduced 5 mL receptor solution and 200 ng mI!
of internal standard (toluene-ds). HS vial was hermetically closed, heated at 60 °C for 20 min, and HS
was measured by GC-MS. Injector temperature was 250 °C, employing 0.8 mL min~! constant flow
helium as carrier gas. Capillary column and GC oven temperature program were that previously
described in TD-GC-MS analysis. Electron-impact ionization was performed at 70 ¢V and MS
acquisitions using selected ion monitoring (SIM) mode. Table S2 shows m/z ions and retention time

obtained for the studied compounds.

LC-MS-MS

Nicotine determination in receptor solution was performed by LC-MS. An UHPLC-MS instrument
model ACQUITY ® TQD, from Waters (Milford, MA, USA), with a KINETEX C18 evo (50 x 2.1
mm, 1.7 um) column, from Phenomenex (Torrance, CA, USA). Mobile phase consisted of 50 mM
ammonium acetate in water (A) and methanol (B). Gradient elution from 5 to 95 % mobile phase B in 2

min was used with a flow rate of 0.4 mL min', a 5 uL injection volume, and 30 °C column temperature.



MS acquisitions were done using 3.5 kV capillaty voltage, 120 °C source temperature, 300 °C
desolvation temperature and 690 L h! desolvation gas flow rate. Multiple reaction monitoring (MRM)
conditions were adjusted for nicotine and nicotine-ds, being the transitions m/z 163 = 130 and 167 =

1306, respectively selected.

RESULTS AND DISCUSSION
IDENTIFICATION OF TOBACCO SMOKE COMPOUNDS INSIDE THE SIMULATION
CHAMBER

Cigarette smoke is an aerosol consisting of small, gas phase-suspended droplets with a complex chemical
composition of over 8,700 identified constituents (27), but it has been estimated that the actual number
may approach 100,000 (28). A vast amount of literature has appeated since 1950 on tobacco smoke
constituents (29,30,31). Compounds from cigarette smoke can be classified as neutral gases, carbon and
nitrogen oxides, amides, imides, lactames, carboxylic acids, lactones, esters, aldehydes, ketones, alcohols,
phenols, amines, N-nitrosamines, N-heterocyclics, aliphatic hydrocarbons, monocyclic and polycyclic
aromatic hydrocarbons, nitriles, anhydrides, carbohydrates, ethers, nitro compounds, and metals (32).

The aim of this paper is not to provide a complete list of organic compounds from tobacco smoke but
to demonstrate the usefulness of the simulation chamber to generate a polluted atmosphere that
represents a situation close to the real one. In this sense, Table S3 in the supplementary material
provides a list of the potentially identified organic compounds after active sampling of the simulation
chamber air during the simultaneous combustion of three cigarettes using the developed smoking
machine. Identification has been done by TD-GC-MS after compatison of the obtained MS spectra with
those of National Institute of Standards and Technology (NIST, Gaithersburg, MA, USA) Mass Spectral
Libraty, containing more than 300,000 MS spectra of organic compounds. Moreover, when possible,
GC retention time of the identified peaks were compared with those of analytical standards prepared for
this purpose. As it can be seen, the list includes isoprene, benzene and aromatic related compounds,
pyridine, aniline, styrene, terpenes, nicotine, and polycyclic aromatic hydrocarbons. From those
compounds a selection of 15 compounds, including benzene, toluene, ethylbenzene and xylenes
(BTEX), chlorobenzene, styrene, p-cymene, limonene, naphthalene, nicotine, acenaphthylene, 2-
methylanthracene, and 1-methylphenanthrene, were selected as representative compounds for further

studies.

DESIGN AND EVALUATION OF THE SIMULATION CHAMBER CONDITIONS

Once representative compounds from cigarette smoke have been selected, the homogeneity of the
simulation chamber atmosphere was assessed. In this sense, permeability experiments were carried out

using Strat-M® membrane in the modified vertical diffusion Franz cells placed at different locations



inside the chamber (see Figure 2). An average concentration of 380 £ 40 ng cm toluene was found in
the synthetic membrane, determined by TD-GC-MS; while 13.9 + 1.3 ug ! nicotine were found in the
receptor solution, determined by LC-MS-MS. The obtained precision was appropriate, established as
relative standard deviation (RSD) of 5 measurements (each corner and the centre of the chamber), being
lower than 10 %. Thus, the placement of two electric fans inside the chamber assured a total
homogenization of inner atmosphere, being adequate to perform dermal absotption studies in any

position of the simulation chamber.

500

Toluene {ng cm™)
8

Strat-M0.7 cm?

Nicotine (ug L)

12 mL 0.9 % (w/v) NaCl
adjustedtopH 7.4

Figure 2. Scheme of the modified vertical Franz diffusion cell and used in this study and results obtained from the five
evaluated points inside the simulation chamber to evaluate air homogeneity.

DERMAL ABSORPTION IN FINITE DOSE CONDITIONS

Finite dose experiment was catried out by the combustion of three cigarettes, which were consumed in
approximately 10 min. Several parameters were monitored inside the exposure chamber to evaluate the
combustion process during the experiment (see Figure S1), giving the next values. Temperature and
relative humidity were almost unaffected with average values of 24.8 £ 0.2 °C and 40.1 + 0.9 %,
respectively. VOCs, CO, and CO; concentration background levels were 101, 0.45 and 1045 mg m-3,
respectively, which increase till a2 maximum around 1200 s (20 min) of 8337, 130, and 3021 mg m,
respectively, due to the cigarette combustion. With a similar profile, PM concentration background
concentration was 0.01 mg m- that increased till 339 mg m3. The concentration of target compounds in
the chamber air was monitored by active sampling, at 5 min intervals, for a total time of 2 h. Figure 3

shows the concentration of nicotine, toluene, ethylbenzene, and p-cymene in the chamber air, selected
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Figure 3. Concentration profile of selected hazardous organic compounds from cigarette smoke inside the simulation

chamber measured by active sampling in finite and infinite dose conditions.



as representative compounds. Figure S2 shows the concentration profile obtained for the rest of
compounds of interest. As it can be seen in Figure 3, the concentration profile shows a rapid increase of
analyte concentration till a2 maximum at 15-20 minutes and later, a decrease in concentration at reduced
speed. The reached maximum concentration values were 16.58, 3.15, 0.71, and 0.41 mg m™ air for
nicotine, toluene, ethylbenzene, and p-cymene, respectively. The average concentration of these
compounds in the 0-30 minutes interval were 9.70, 2.07, 0.26, and 0.41 mg m3, respectively.

In vitro dermal absorption studies were performed using finite dose conditions, using control Strat-M®
membranes without cosmetic (n=3) and membranes treated with a 2 mg cm? homogencous layer of
cosmetics A, B, and C (n=3). Modified Franz cells were introduced in the chamber, the three cigarettes
were burnt, and the cells remained in the chamber during 135 min. Then, the concentration of target
analytes was determined in Strat-M® membrane and receiving solution of each cells. Additionally, a
reagent blank was also analysed to check the absence of contaminations.

The obtained concentrations in control experiments are shown in Figure 4 and Table 1. As it can be
seen, nicotine was the only compound detected in the receptor solution, while much more compounds
were detected in Strat-M® membrane, such as benzene, toluene, ethylbenzene, xylenes, styrene, p-

cymene, and limonene.

Table I.
Concentration of target compounds in Strat-M® membrane and the receptor solution after 30 min
exposute at finite dose conditions in control and cosmetic studies.

Concentration (ng cm?t s)

Sample Analyte Control Cosmetic A Cosmetic B Cosmetic C

Strat-M® Benzene 90 £ 8 50x5 3514 37+3
Toluene 160 = 20 8819 101 £ 10 65*6
Ethylbenzene 55%5 40+ 4 11x2 23+ 4
m+p-xylene 400 % 30 110 £ 10 26%3 46t 4
o-xylene 120 £ 15 54t4 40+ 3 303
Styrene 160 + 14 <LOD <LOD=? <LOD
p-Cymene 71+9 40+ 3 26+ 2 10£2
Limonene 500 £ 50 480 = 20 143+ 13 <LOD
Nicotine 2500 £ 200 1600 £ 140 1400 £ 150 1400 £ 130

Receptor solution  Nicotine (ug L) 11.6 £ 1.0 79%1.0 6.6*1.1 75+ 1.1

a Less than limit of detection

Nicotine concentration in the receptor solution increased with the time, reaching a maximum
concentration value at 30 min exposure time (11.6 ug L1). Under these conditions, the effect of the
evaluated cosmetics after 30 min exposure, clearly decreases the nicotine dermal absorption with
concentrations of 7.9, 6.6, and 7.5 pg L' for cosmetics A, B, and C, respectively, indicating an
antipollution effect over nicotine absorption (see Table 1).

Analysis of Strat-M® membrane in control studies after 30 min exposute provided concentrations of 90
ng cm? benzene, 160 ng cm™ toluene, 55 ng cm ethylbenzene, 400 ng cm? m+p-xylene, 120 ng cm2 o-

xylene, 160 ng cm? styrene, 71 ng cm 2 p-cymene, 500 ng cm2 limonene, and 2500 ng cm2 nicotine. In
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the same way, application of cosmetics A, B, and C provided a significant reduction of the amount of

target compounds in the membrane (see Table 1), being the antipollution effect confirmed.
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Figure 4. Dermal absorption studies of selected hazardous organic compounds from cigarette smoke in finite dose
conditions.
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DERMAL ABSORPTION IN INFINITE DOSE CONDITIONS

Antipollution effect of cosmetics was also evaluated at extreme situations, using infinite dose conditions
performed by the combustion of three cigarettes every 30 min for a total time of 8 h. Under these
conditions, the concentration of cigarette smoke components remain at high concentration levels for a
long time (see Figure 3). Active sampling was carried out for a total time of 4.5 h with 20 min intervals,
providing an average concentration after 30 min of 20 £ 5,8 £2,1.4 £ 0.3, and 0.7 + 0.1 ug L'! air for
nicotine, toluene, ethylbenzene, and p-cymene, respectively.

In the same way, i vitro dermal absorption studies at infinite dose were performed for control and
cosmetics A, B, and C, using modified Franz cells for an exposure time of 0.5, 1, 2, 4, and 8 h. Benzene,
toluene, and nicotine were detected after 1 h exposure time in the receptor solution of control tests (see
Table 2), with concentrations of 3.6, 4.8, and 29.0 ug L, which increased to 24, 33, and 1800 pg L-!
after 8 h exposition, respectively. Figure 5A shows the concentration in the receptor solution with time,
indicating a linear uptake for nicotine, while benzene and toluene seemed to reach the equilibrium at 8 h.
Concentration found in Strat-M® membrane of control expetiments showed a linear uptake (see Figure
5B and Table S4) that reached the equilibrium after 4 h exposure, with concentration of 540 ng cm

toluene, 340 ng cm? ethylbenzene, 410 ng cm? p-cymene, and 49700 ng cm2 nicotine.

Table II.
Concentration of target compounds in the receptor solution after different exposure times at infinite
dose conditions in control and cosmetic studies.
Concentration (ug L1+ s)

Exposure time (h)  Analyte

Control Cosmetic A CosmeticB  Cosmetic C
1 Benzene 3.6+04 24103 1.08 £ 0.11 1.35 £ 0.18
Toluene 48105 25103 <LOD=? 1.0+£0.2
Nicotine 29 £ 2 25%3 211 19+2
2 Benzene 9.9+ 0.6 43105 28103 28+ 04
Toluene 133112 51x05 33+04 3.0%0.2
Nicotine 169 £ 15 159 + 14 116 = 11 129 £ 12
4 Benzene 159+£13 143 £ 1.6 65+ 04 112115
Toluene 24+ 3 2312 133 1.1 15.6 £ 1.8
Nicotine 660 £ 60 660 £ 50 630 £ 50 640 £ 30
8 Benzene 24 £ 2 202 132 18.6 £ 1.6
Toluene 3313 28+ 3 18+2 23+2

Nicotine 1500 £ 200 1600 % 140 1300 £ 120 1400 £ 150
a Less than limit of detection
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Table S4 shows the target compound concentration in Strat-M® membranes treated with cosmetics A,
B, and C. The effect of the cosmetic layer over Strat-M® membranes was a significant reduction of
target compounds concentration for short exposition times (1 and 2 h). Nevertheless, the cosmetic
effect was reduced with the time, being insignificant for 8 h exposition time.

The antipollution effect of cosmetics A, B, and C at infinite dose has been evaluated by the
determination of the concentration of target compounds in the receptor solution. As it can be seen in
Table 2, a reduced concentration was observed in cosmetic treated experiments for 1 and 2 h exposure
times. Cosmetic B reduced the concentration in the receptor solution 72 % for benzene, 88 % for
toluene, and 29 % nicotine, compared to control experiments. The effect of cosmetic C was similar with
a reduced uptake of 67, 78, and 29 % for benzene, toluene, and nicotine, respectively. While the
cosmetic A showed the less antipollution effect with a reduction in the uptake of 45, 55, and 10 % for
benzene, toluene, and nicotine, respectively. However, the antipollution effect of the evaluated
cosmetics was clearly reduced at exposure times higher than 4 h in infinite dose study. Nicotine uptake
of cosmetic treated membranes for long exposure times were almost similar to control experiments,
indicating a saturation of the cosmetic layer with the pollutant compound. Nevertheless, antipollution
effect remained for benzene and toluene, with a reduced concentration in the received solution of 53

and 45 % for cosmetic B, and 26 and 33 % for cosmetic C, respectively.

EFFECT OF COSMETICS COMPOSITION ON ANTI-POLLUTION EFFECTIVENESS

Surfactants and barrier-forming polymeric materials have demonstrated an important anti-pollution
effect versus organic compounds [13,33]. In this sense, antipollution cosmetic C have a total composition
of consistency factors, mainly polyacrylates, glyceryl stearates, and hydrophobic waxy polymers of 9.0 %
(w/w) versus a 3.2 and 1.0 % (w/w) of cosmetic B and A, respectively. In this sense, it should be
commented that the percentage of dimethicone (polydimethylsiloxane), used as emollient in the formula,
was also different for the evaluated cosmetics, with concentration values of 3.0, 6.0, and 2.0 % (w/w) in
antipollution cosmetics A, B, and C, respectively. Thus, differences of consistency factors provided
significant differences in antipollution effectiveness against organic compounds.

The addition of high molecular weight polysaccharides, such as xanthan gum, an antipollution active
principle with demonstrated effects against the adsorption of organic compounds [*], to antipollution
product B and C provided an increase of antipollution effectiveness.

Moreover, the presence of mineral particles in antipollution cosmetics, such as talc or silicates, adsorbs
organic compounds in its surface [34,] and, thus, improves the antipollution efficiency of cosmetic
products. Percentage of talc or silicates in antipollution cosmetic B and C was higher than that of A

which could also explain the increased efficiency of those products compared to A.
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In summary, the combination of all the aforementioned aspects provided a demonstrated antipollution
effect to cosmetic product B and C, which was higher to that of cosmetic product A and clearly superior

to the application of conventional cosmetic products.

CONCLUSIONS

A versatile and adaptable analytical methodology has been developed to evaluate the dermal permeation
of tobacco-smoke hazardous compounds from contaminated air. Permeation experiments were carried
out inside a specifically developed exposition chamber to obtain a representative concentration of
tobacco-smoke pollutants. A machine was developed to simultaneously smoke three cigarettes, where
inhaled smoke was reintroduced in the chamber. The designed manifold allowed to operate at finite and
infinite conditions, with the single combustion of three cigarettes for a short-time exposition (around 40
min) and the combustion of three cigarettes every 30 min for long-time exposition (8 h), respectively.

Permeation of tobacco-smoke pollutants was monitored by control experiment using Franz cells and
Strat-M® membranes, being nicotine the major pollutant present in both, Strat-M® membrane and
receptor solution, with concentrations of 2.5 ng cm? and 11.6 ug L' after a 30 min exposition,
respectively. In the case of infinite exposition, nicotine concentration significantly increased to 50 pg cm-
2 in Strat-M® membranes and 1500 ug L1 in the receptor solution, after 8 h exposure. The effect of
three antipollution cosmetics was demonstrated using the developed conditions, decreasing the
permeation of BTEX, styrene, p-Cymene, limonene, and nicotine for exposures of 1 and 2 h. In the case
of longer exposure (till 8h), antipollution effects of the evaluated cosmetics were insignificant, due to a
saturation of cosmetic layer over the skin simulant. Thus, antipollution cosmetics should be re-applied

from time to time to provide a lasting effect.
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