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Synopsis 

Orotic acid is uscd in topica! applications in order 
to maintain the moisturization of the s tratum cor
neum and cpidermal layers. 
In this work thc rate of cutancous absorption of oro
tic acid and it s accumulat ion in organs were eva
luatcd using thrcc different vehicles: one W/0 mi
croemulsion, one O/W emuls ion and one aqueous 
c lcar gel. Thc sa me quantity of labelled orotic acid 
5-1H was incorporated in each vehic le to obta in a 
rad ioactive conccntrat ion of IO ~tCi/100 mg. The test 
substances wcre applied to the dorsal region of 
Spraguc Dawley rats and the leve! of radioactivity 
was determincd in sk in, interscapulai- fat, muscle 
of the back paws, liver and kidneys, after 2, 6 and 
24 hours. 
At thc samc intcrvals, the distribution of radioacti
vity in cutaneous layers was studied in frozen sec
tion cut tangentially. 
An accumulation of labelled sodium orotate in the 
derma) layers and then in fat and muscle was ob
served with the W/O m icroemulsion. Percutaneous 
absorption was more rapid from an aqueous vehi
clc such as an O/W emulsion or a clear e:el. Never
theless thc tota! absorption was very small and less 
than 2% of the applied label was recoverable from 
thc organs ovcr 24 h. 

Introduction 

Orotic Acid (u racyl-6 carboxylic acid) is 
present in cow and goat Lactoserum and 
is known as a vitamin - like substance 
with an antianaemic property (vitam in 
B 13). It is involved in the biosynthesis of 
pyridinic bases and has been used for dif
ferent therapeutic assays. It has been pro
posed as a feed supplement, in combina-

Riassunto 

L'acido o rotico viene usato per applicazioni locali 
al fine di mantenere un buon livello di idra tazione 
dello stra to corneo e degli st rati epidermici. 
Nel presente lavoro si è valutato il tasso di assorbi
mento cutaneo dell'acido orotico e il suo accumu
lo negli organi usando t re differenti veicoli: una mi
croemulsione A/O, una emulsione O/A, ed un gel tra
s parente. t. s ta ta incorporata in c iascun veicolo la 
stessa quan tità d i acido orotico marcato 5-3H in mo
do da ottenere una concentrazione d i radioattività 
di IO ~tCi/100 mg. Le sos tanze prova sono state ap
pl icate sul la regione dorsale d i ratti del tipo Spra
gue Dawlcy e si è determinato il livel lo di rad ioat
tività del la pelle, de i grassi interscapolar i, del mu
scolo della parte posteriore della zampa, del fega
to, dei reni, a 2, 6 e 24 ore dopo l'applicazione. 
Agli stessi intervalli di tempo si è studiata la dist1·i
buzione della radioattività negl i strati cutanei in se
zioni longitudinali ottenute con un microtomo a con
gelamento. 
Si è osservato un accumulo di orotato di sodio mar
cato negli strati dermici, nei muscoli e nei grassi 
trattati con la microemulsione AIO. L'assorbimen
to percutaneo s i verifica più velocemente con i vei
coli acquosi quali l'emulsione O/A o il gel t raspa
rente. Tuttavia, l'assorbimento totale è stato mol
to debole e la quantità di sostanza marcata riscon
trata negli organi dopo 24 ore è stata inferiore al 
2% della quantità applicata . 

Introduzione 

L'acido orotico (acido uracil-6 carbossi
lico) è presente nel siero del latte di muc
ca e di capra ed è considerato una sostan
za vitamina-simile avente effetto antiane
mico (vitamina B 13). Entra nella b iosintesi 
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t ion w ith methionine, to a id growth of 
calves. 
However, it is also known that one per 
cent of orotic acid added to the die t of 
rats completely inhibi ts the synthesis of 
lipoproteins by the liver (1) (2). 
I ts effect is to ma inta in the moisturiza
t ion of the stratum corneum and a more 
internal act ion depends on its percuta
neous absorption. Limited studies have 
been done on its transport and di s tribu
tion in the body after ora! administration 
(3) and we have not fo und any paper 
abou t its cutaneous a bsorption. 

Materials and methods 

Labelled Raw Materiai 

5-3H orotic acid wi th a radioactivity of 
22.6 curies/mmol equ. 143 mCi/mg. was 
used as a satu ra ted aqueous solut ion of 
Na orotate. 
The radioactivity fo r each of the three ve
hi c les was 10 µCi/100 mg 

Vehicles 

Vehicles were formulated w ith the follo
w ing ingredien ts. 

A - WIO Microemulsion 

Caprylic/capric t riglycerides 
Sodium orotate 
(saturated aqueous solution) 
Polysorba te 85 
Polysorbate 80 
Benzylic alcohol 

B - OIW Emulsion 

Glycol palmitate 
Paraffin oil 
Almond oil 

54.55 g 

5.45 g 
25.6 g 
6.4 g 
8.0 g 

5 
5 
5 

g 
g 
g 

delle basi piridiniche ed è stato utilizza
to per differenti usi terapeutici. Ne è sta
to anche proposto l'uso come supplemen
to alimentare in combinazione con la me
tionina per favorire la crescita dei vitelli. 
Tuttavia, è noto che l'aggiunta di un 1 % 
di acido erotico nella dieta dei ratti ini
bisce completamente la s intesi delle lipo
proteine da parte del fegato (1, 2). 
Il suo effetto è quello di mantenere l'idra
tazione dello strato corneo, mentre l'azio
ne sistemica dipende da l suo assorbimen
to percutaneo. Poch i studi sono stati con
dotti sul trasporto e la distribuzione nel 
corpo dell'acido orotico dopo sommini
strazione orale (3) e non ci è stato possi
bile trovare alcun lavoro che trattasse del 
suo assorbimento cutaneo. 

Materiali e metodi 

Materia prima ma rcata 

L'acido orotico, marcato 5-3H avente una 
radioattività di 22,6 curies/m.mol equiva
lente a 143 mCi/mg, è s ta to utilizzato co
me soluzione acquosa satura di orotato 
di Na. 
La radioattività per ciascuno dei tre vei
coli era lOµCi /100 mg. 

Veicoli 

Sono stati formulati con i seguenti ingre
dienti: 

A - Emulsione AIO 

t rigliceridi Cs-C10 54,55 g 
Orotato di sodio 
(soluzione acquosa satu ra) 5,45 g 
Sorbitan (20) OE trioleato 25,6 g 
Sorbitan (20) OE monooleato 6,4 g 
Alcool benzilico 8,0 g 
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Myre th-4 myri s ta te 
Steare th-1 0 
Pr eser vat ive 
Sodium orotate 
(sa tu rated aq ueou s solution) 
Wate r q. s . 

C - Clear Ge l 

10 g 
4 g 
0.1 g 

5.45 g 
100 g 

Ca rbome r 934 g 
Sodium orota te 
(sa tura ted aqueou s solu tion) 5.45 g 
Wa te r 90 g 
Trie tha nola mine q .s. 
in order to obta in a clear gel at pH 7.2 

Animals 

Three groups of 18 ma le S prague Daw ley 
ra ts weighi ng a bout 300 g were used. 
One day before the begi nn ing of the ex
per iment, the h ai r fro m the dorsal region 
was clipped from the a nimals . A few m i
nu tes be fo re spread ing the tes t substan
ce, the a nima ls we re cons trained in order 
to avoid the r isk of o ra! a bsorption. 

Topica! application 

Each group received formula tion A, B or 
C: 0.25 g of the tes t substance were a p
plied homogeneous ly to a 14 cm2 ha irless 
a rea w hich was defined w ith a polyethy
lene cylinder. At each ti me 2 h, 6 h , 24 h 
a fte r spread ing the produc t, s ix ra ts we
re killed . The skin of the tes t a rea, liver , 
kidneys, interscapula r fa ts, and back paw 
muscles were coll ec ted an d a na lysed. 

Treatment of orga ns and tissues samples 

Each sam ple was w iped clea n of excess 
blood a nd the n c ut in thin pieces . The 
sample (40-50 mg) was weighed in liquid 
sc intilla tion fl asks, d issolved in 1 m l of 

B - Emulsione O/A 

Etilen glicol monopalmi tato 5 
Olio di paraffin a 5 
Olio d i mandorle 5 
PEG-4-Mi r is ti le tere miri stato 10 
Alcool s tearilico (1 0) OE 4 
Conse rvan te O, 1 

21 

g 
g 
g 
g 
g 
g 

Orota to d i sodio 
(soluzione acquosa satura) 
Acqua q. b. 

5,45 g 

C - Gel chiaro 

Carbossivin il poli mero 
Orota to d i sod io 
Acqua 

100 g 

1 g 
5,45 g 

90 g 
Tr ieta nolamina q.b. 
pe rottenere un gel t rasparentea pH 7,2 

Animali 

Sono s ta ti ut ilizzati tre gruppi d i 18 ratti 
m aschi del tipo Sprague-Dawley d el pe
so di circa 300 gr. ciascuno. Un giorno 
prima de ll'espe rime nto è s tata rasata la 
regione do rsale degli a nimali. Poc hi mi
nuti prima di d is tr ibuire la sos tanza in 
esame s i è ada ttato agli a nima li un s is te
m a di contenzione pe r evitare il r isch io 
d i a ssorbimento orale. 

Applicazione locale 

A ciascun g rup po è s tato applicato uno 
de i com pos ti, A, B, o C; 0,25 gr. della so
s tanza in esame sono s ta ti app licati om o
geneame n to su una zona p r iva d i peli di 
14 cm 2 preventivam ente defin ita per mez
zo d i un cilind ro in polie tilene. La pelle, 
de lla zona s tudia ta, il fega to, i reni, i gras
s i inte rscapola r i e il muscolo della parte 
pos teriore della zampa sono s tati poi pre
leva ti ed a nalizzati. 
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Soluene 350 (Packard) and put in a d ry ing 
chamber at 40° e during 180 h . After coo
ling, 15 ml of scintil lant liqu id was added 
to the diges ted tissue and the radioac ti
vi ty was eva luated with a liquid scin t il
lation system. 

Treatment of the skin 

The skin was cut from dermal to epider
ma l laye rs with a freez ing microtome in 
order to ob tain tangenti a l sections . The 
sectio ns (40 µm thi ck) were pre pared in 
Solouene-350 in a dry ing chamber at 40° 
C for 18 h, ACSAmersham liquid was ad
ded a nd the sect ions were coun ted. 

Results 

Tota ! skin 

Two hours after topica! application of the 
test substance, the leve! of radioactivity 
in the total skin was 50% of the initial 
quantity for the three vehicles . After 24 h 
the leve! of the radioactivity was stil i 
high . (Ta ble I- Fig. 1). 
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Fig. 1: Rate of radioactivity found in tota! skin in 
comparison to app lied quantity. 

Trattamento degli orga ni e dei tessuti 

Ciascun campione, dopo essere stato ta
gliato in pezzi sottili, è s ta to p ulito a l fi
ne di e li m ina re l'eccesso d i sangue. Il 
campione (40-50 mg) è stato pesato d iret
tamen te in u n conteni tor e per scintilla
zione liqu ida, d issolto in 1 ml di Solue
ne-350 (Packard) e man tenuto a 40° C per 
18 ore. Dopo raffreddamento, si sono ag
giunti 15 ml. di liquido per scint illazione 
a l tessu to d igerito e s i è valutata la ra
dioattivi tà con il s istema a sci ntill azione 
liquida . 

Trattamento della pe lle 

La pelle è s tata tagliata lungo gli strati 
che vanno dal derma a ll 'ep ider mi de con 
un microtomo a congelamento per o t te
nere delle sezioni longitudi nal i. I campio
ni (40 µm d i spessore) sono stati digeriti 
a gruppi di cinque con Soluene-350 in una 
camera a secco a 40° C per 18 ore; si è ag
giunto il liquido ACS-Amersham ed è sta
ta eseguita la conta. 

-·- ME 

-·- E 

-·- G 

• 
.... 
• 

24 h 

Fig. 1: Grado di radioattivi tà riscontrato nella cute 
in rapporto alla quantità d i prodotto applicato. 
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Ta ble I 

La belled orotic acid (in µCi) found in one gra m of tota! skin 
(Appl ied qua ntity: 8.3 µCi/g of skin) 

Vehicle 

\11110 Microem ul sion 
0 / \11/ emulsion 
Aqucous gel 

2h 

3.5 ±0.74 
3.85± 1.6 
4.09 ± 2.76 

Dis tribu tion bc tween Dermis and E pidermis 

The dis tribution of sodium orotate in to 
de rma! a nd e pide rm al layers was diffe
rent for each of the three veh icles even 
if the qua nt ities recovered fro m the tota! 
skin we re a bout the same (Fig. 2). 
With the W/O m ic roemuls ion, 60% of la
belled orota te was retained in the epide r
mal layer s ove r the firs t hours of experi
ment. Afte r 6 and 24 h there was only 
40% of the la be lled subs tance in the epi
de rm al laye rs and 60% in the de rma! 
layers . 
With the O/W emuls ion , cu taneous a b
sorpt ion of o rotate seemed to be enhan
ced. Accumula t ion in the derma! laye rs 
was quick important (65% at the firs t 
hour) and remained the same far 6 hours. 
The leve! dec reased by the 24th hour pro
ba bly because o [ d iffus ion to the under
lying tiss ues . 
By cont ras t, the cutaneous a bsorp tion of 
orotate was slower with the clear gel; at 
a li times, the qua nt ities of labelled sub
stance wer e a lways h ighe r in the epid er
mal than in de rma ! laye rs. 

Tissues a nd organs 

Radioac t ivi ty in organs was very low in 
relation to the amount in itia lly applied 
bu t it increased from 0.2 to 2% in 24 
hours (Ta ble II) 
Accumula tion in the liver and kidneys 

Time 
6h 

3.06 ± 0.75 
5. 17 ± 1.85 
3.9 ± 1.52 

Risultati 

Pelle totale 

24h 

2.3 ±0.52 
1.72 ±0.4 1 
1. 15±0.32 

Due ore dopo l'appl icazione locale de lla 
sos tanza in esame, il livello d i radioatti
vità della cute intera era pari al 50% del
la qua n tità in izia le pe r tu tti e tr e i veico
li. Dopo 24 ore, il livell o di ra dioa tt ività 
e ra a ncora a lto (Ta bella I - Figu ra 1). 

Dist r ibuzione Derma-Epidermide 

La d is t ribuzione di orotato di sodio negli 
s trati del derma e dell 'epidermide era d if
fe rente pe r c iascuno dei tre veicoli anche 
se le quanti tà ri leva te nella pe lle «in to
to » era no quasi le s tesse (Figura 2). 
Con la mic roemuls ione AIO, durante le 
prime ore de ll 'espe rimento, veniva tra t
tenuto negli s trati de ll'epiderm ide il 60% 
d i orota to marcato. Dopo 6 e 24 ore sol
tanto il 40% della sos tanza marcata r isul
tava p resen te negli s tra ti dell 'epide rmi
de, e il 60% negli s tra ti del derma. 
L'emuls ione O/A sembra favori re l'assor
bimen to cutaneo dell 'orotato. La quan t i
tà assorb ita negli s tra ti del de rma ha rag
giunto subi to un livello significativo (65% 
nella prima o ra) ed è r imas to a llo stesso 
livello pe r sei ore. Il livello è diminuito 
a lla ventiqua tt resima ora proba bilmen te 
a causa di una d iffus ione negli s tra t i d i 
tessuto sottostanti. 
Al contrario, con il gel traspa rente l'as-
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reached a peak 6 hours after th e cuta
neous application in the O/W emulsion or 
the clear gel, b u t not until 24 hours afte r 
application in the W/O microemulsion. 
The more interesting finding was that the 
accumulation of the labelled substance in 
fats and muscles occurred very quickly 
andata five times higher level when the 
vehicle was the W/O microemulsion. 

Discussion 

After ora] administration, orotic acid ap
pears in the blood, the liver, the kidney 
in 3 to 6 hours. After 24 hours, there was 
no more orotic acid in the kidney tubu
les (3). Percutaneous absorption seems al
so to be very rapid from aqueous vehicles 
such as a clear gel or an O/W emulsion. 
The water soluble active s ubs tance is 
transported easily through the capill ary 
flow. 
The situation is different when sodium 

% - Derma! layers 

100 C:J Epidermal layers 

90 

sorbimento cutaneo di orotato è stato più 
lento; la quantità di sostanza marcata r i
levata negli strati dell 'epidermide è risul
tata sempre più alta di quella p resente ne
gli strati d el derma. 

Tessuti ed organi 

Negli organi, la radioattività è risultata 
molto debole in confronto alla quantità 
di sostanza marcata applicata localmen
te a ll 'inizio dell'esperimento ma è aumen
tata dallo 0.2 a l 2% in 24 ore (Tabella II). 
L'accumulo nel fegato e nei ren i è risu l
tato molto alto 6 ore dopo l'applicazione 
cutanea dell'emulsione O/A e con il gel 
trasparen te, ma solo 24 ore dopo l'appli
cazione della microemulsione A/O_ 
È interessante osservare come l'accumu
lo di sos tanza marcata nei grassi e nei 
muscoli sia avvenuto molto rapidamen
te e sia cinque volte più alto quando si uti
lizzano l'emulsione O/A ed il gel a l posto 

60 W/ O microernulsion O/W ernulsion clear gel 

ro -
60 -

50 

40 -
30 -
20 

10 

2 6 24 2 

Fig. 2: Dis tribution of orotic acid in derma! and epi
dermal layers from different vehicles. (The radioac
riviry is evaluared as a percenrage of quantiry fowzd 
in rara/ skin). 

-

6 24 2 6 24 h 

Fig. 2: Distribuzione dell'acido orotico negli s trati 
dermici ed epidermici con diversi veicoli. 
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Table II 

Radioactivity (counrslmin) fo r I gram of tissue or organ 

V chic le Tissue or 
Ve hicle Organ 2h 

W/O Liver 3932 ± 562 
Microcmuls ion Kidncy 6154± 1898 

Fa ts 22027±3176 
Muse le 28188±4375 

O/W Liver 2844± 758 
Emulsion Kidney 4570± 69 1 

Fats 5849± 111 9 
Musei e 3568± 638 

Live r 124 14±4360 
Clcar Gel Kidncy 6565± 1064 

Fa ts 6059± 1326 
Muscle 4958 ± 899 

orotate is incorporated into a W/O mi
croemuls ion. In this case, the water so
luble subs tance is enclosed ins ide the ma
cromicelles and realises a new active li
posoluble materiai. Thi s could explain 
the fa s t and durable accumulation of sa
lifi ed orotic acid in fats. 
Thus, the penetration of orotic acid into 
cutaneous layers is fa s ter fro m aqueous 
veh icles such as O/W emulsion or clear 
gel. A W/O microemuls ion leads to a slow 
diffus ion with accumula tion of the acti
ve substance in the derma] layers becau
se of its s low resorption . In any case, the 
percutaenous absorption of orotic acid is 
very weak and its accumulation in organs 
in 24 hours is less than 2 % of the applied 
quan tity. 

6h 24h 

9816± 1448 26000±5407 
891 8± 1350 10108 ± 1770 

11969±2540 20587 ±3681 
7851±1 889 10579±4643 

18 176±4875 20177±4372 
16129±3043 17364±4760 
16022±2678 1661 6±36 18 
19284± 653 1 18504±5070 

209 12±5778 14557 ±3030 
23407 ±6080 17968 ± 38 16 
23818±5432 19756 ± 4150 
14355 ± 3 11 6 19981 ± 4391 

de lla m icroemulsione A/O. 

Discu ssione 

Dopo somministrazione orale, l'acido 
orotico appare nel sangue, nel fegato e nei 
reni in un tempo che va da 3 a 6 ore. Do
po 24 ore, non si riscontra più presenza 
di ac ido orotico ne i tubuli renali (3). L'as
sorbimento percutaneo, inoltre, semb ra 
molto veloce con veicoli acquosi quali un 
gel traspa rente o una emuls ione O/A. La 
sostanza attiva solubi le in acqua viene 
trasportata facilmen te attraverso il s is te
ma capillare. 
Diversamente avviene quando l'orotato d i 
sod io viene incorporato in una microe
mulsione AIO. In ques to caso la sostanza, 
solubile nell 'acqua, viene racchiusa den
tra le micromicelle e diviene un nuovo 
mater iale attivo liposolubile. Ques to po
trebbe spiegare il fenomeno di accumu
lo veloce e duraturo nei grassi dell 'acido 
orotico salificato . 
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