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Resumen y Abstract \

Resumen

En este trabajo se estudio el transporte de tres péptidos a través de una membrana
sintética tipo piel (Strat-M® SKBMO02560). Los péptidos utilizados en este estudio (DM
1.14, DM1.16 y DM 1.18) son modificaciones de dos péptidos derivados de la
Dermaseptina (DM 1.4 y DM 1.6) y se sintetizaron con la metodologia en fase sélida
(SPPS). El analisis de la estructura secundaria y el de algunas propiedades fisicoquimicas
de los péptidos se hizo con herramientas de la bioinformética.

Para el estudio del transporte a través de membrana se disefiaron celdas verticales de
difusion tipo Franz. El transporte se llevo a cabo en presencia de solucién amortiguadora
de fosfato, a concentracion isoténica con la sangre humana y a 37°C. La caracterizacion
del montaje experimental de las celdas de Franz y la implementacion de la técnica analitica
(RP-HPLC) para la cuantificacion se hizo utilizando cafeina como sustancia testigo del
transporte a través de membrana. Los datos experimentales del transporte se registraron
como cantidad acumulada de sustancia transportada por unidad de area en funcién del
tiempo. Después de someter a un analisis estadistico los datos experimentales, para tener
confianza de que hay diferencias significativas en el transporte de las sustancias
estudiadas, se estimaron los parametros difusivos de la cafeina y de los péptidos mediante
ajuste a la solucion de un modelo tipo Fick, bajo la aproximacién de dosis infinita.

Los resultados obtenidos muestran que los parametros difusivos hallados para cada
sustancia tienen un valor caracteristico, y que el péptido DM 1.14 propuesto en este trabajo
es el que se transporta en mayor cantidad a través de la membrana sintética tipo piel.
Estos resultados son promisorios hacia el desarrollo de nuevos productos farmacéuticos
basados en biomoléculas sintéticas y de administracion tépica para ser usados en el

tratamiento, o0 como coadyuvante del tratamiento de enfermedades de origen parasitario.

Palabras clave: (péptidos derivados de la Dermaseptina, celdas de Franz, membrana

sintética tipo piel, dosis infinita).



Vi Estudio del Trasporte de Péptidos a Través de Membranas con Permeabilidad Selectiva

Abstract

In this work, the transport of three different peptides through a synthetic membrane skin-
type (Strat-M® SKBMO02560) was studied. The peptides used in this work (DM 1.14,
DM1.16 y DM 1.18) were derived from the Dermaseptin (DM 1.4 y DM 1.6) and were
synthetized with the solid phase peptide synthesis methodology (SPPS). The secondary
structure and some of the physicochemical properties of the peptides were analyzed with
tools of bioinformatics. To study the transport through the membrane some Franz type
diffusion vertical cells were designed. The transport occurred in presence of a phosphate
buffer solution, an isotonic concentration with the human blood at 37°C. The
characterization of the experimental assembly of the Franz’ cells and the execution of the
analytical technique (RP-HPLC) to quantify, was made using the caffeine as the reference
substance of the transport through the membrane. The experimental data was recorded as
an accumulate quantity of the substance transport by unit of area as a function of time.
After performing a statistical analysis on experimental data, to stablish an confident result
between the significant differences in the transport among the studied substances, some
parameters of diffusion were estimated for caffeine and peptides by adjusting the solution
of a type-Fick model under the approximation to the infinite doses. The results obtained
show that the substances of this study have characteristically diffusive parameter values
and the peptide DM 1.14, proposed in this work, has the highest quantity of transport
through the synthetic skin type membrane. The results obtained in this work are promising
to the development of new pharmaceutical products based on synthetic biomolecules and
with a topic administration can be used as treatment or coadjutant of the treatment in

conditions caused by parasites.

Keywords: (peptides derived from Dermaseptin, Franz cells, synthetic skin type

membrane, infinite dose)
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Introduccidén

El conocimiento de las interacciones entre membranas bioldgicas y agentes permeantes
es esencial, tanto para el disefio de nuevas moléculas como para la formulacién de agentes
terapéuticos. Las sustancias suministradas por via externa con objetivo terapéutico tienen
gue atravesar diferentes barreras biolégicas para llegar al sitio de accion, desde la mas
externa que puede ser la piel o las mucosas, hasta una serie membranas celulares de
diferente naturaleza, por lo tanto, es importante conocer el mecanismo de transporte a
través de estas barreras biolégicas. El mecanismo de transporte se puede entender como
una secuencia légica de pasos o etapas que explican el proceso, basandose cada una de

ellas en la descripcién de las interacciones moleculares, la cinética y la energética [1, 2].

Las interacciones moleculares entre una sustancia y una membrana se pueden modelar
computacionalmente con algoritmos derivados de la quimica cuantica [3, 4]. A partir de
este modelamiento computacional se establecen correlaciones entre la estructura y la
propiedad o entre la estructura y la actividad, a partir de las cuales se pueden proponer
explicaciones sobre la naturaleza de las interacciones moleculares y predecir el
comportamiento de nuevas sustancias, es decir, sus propiedades y actividad [3, 5]. La
dindmica molecular, tanto de equilibrio (EMD) como de no equilibrio (NEMD), es también
una herramienta computacional valiosa en el estudio de las interacciones moleculares, ya
gue permite evaluar aspectos cinéticos y energéticos del proceso [6]. Por otra parte, los
métodos experimentales, como lo es la microcalorimetria de titulacion isotérmica, son
ampliamente utilizados para evaluar las caracteristicas cinéticas y energéticas de las
interacciones entre sustancias quimicas y membranas, ya sean de origen natural o

sintético [7, 8].

En el estudio de la permeabilidad de membranas bioldgicas por farmacos se utilizan
diferentes modelos in vitro e in vivo para determinar perfiles de absorcion, coeficientes de
permeabilidad y reparto, pardmetros cinéticos y de transporte [9, 10]. Para la

caracterizacion de la administracién transdérmica de farmacos se utilizan modelos
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farmacocinéticos que ayudan a establecer la dosis y tiempo de administracién, segun los
procesos de liberacién, absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion a que es sometido
el farmaco [2]. El uso adecuado de estos modelos demanda conocer parametros
relacionados con la permeabilidad y cinética del transporte a través de membranas [11,
12]. Si bien la administracion transdérmica se hace a través de piel humana, es usual
encontrar que en los estudios de laboratorio se utilice piel de animal o membranas
sintéticas tipo piel [13, 14]. La validez del uso de otras membranas, como alternativa a la
piel humana, radica en los valores obtenidos para los coeficientes que caracterizan el

proceso de transporte [15].

Debido a la degradacion de las sustancias, la administracion de medicamentos por via oral
puede acarrear algunos efectos adversos en el cuerpo humano, como toxicidad,
alteraciones metabdlicas o procesos inflamatorios, [16]. Por lo anterior la administracion
transdérmica de farmacos se ha convertido en una alternativa valida en terapias de

reemplazo y en terapias prolongadas [17].

El estudio del transporte de péptidos a través de membranas no es nuevo, pero si
relativamente reciente [18]. En este trabajo estudiamos por primera vez, hasta donde
sabemos, el transporte a través de membrana de péptidos derivados de la Dermaseptina,
los cuales pueden ser potencialmente activos contra el parasito Leishmania panamensis.
Nuestro propésito es estudiar el transporte de estos peéptidos en condiciones
experimentales similares a un transporte in vivo y en condiciones idénticas a un estudio in
vitro, es decir, sin utilizar otra sustancia que facilite el proceso de transporte. Los resultados
obtenidos nos permitirAn proponer si la administracion transdérmica es una alternativa

viable para el tratamiento de enfermedades parasitarias.
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Objetivo General

Determinar los parametros difusivos del transporte, a través de membrana tipo piel, de
péptidos derivados de la Dermaseptina.

Objetivos Especificos

e A partir de los derivados de la Dermaseptina, DM1.4 Y DM1.6, establecer las
secuencias peptidicas a sintetizar, conservando el fragmento de la molécula
original que le confiere actividad bioldgica.

e Evaluar experimentalmente el transporte a través de una membrana tipo piel de los
péptidos sintetizados.

e Determinar los parametros difusivos experimentales mediante ajuste al modelo

difusivo de Fick.
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1.Antecedentes

La piel es el érgano mas grande del cuerpo humano, de estructura compleja y con la
funcion de proteger al organismo del medio externo. La piel es considerada en la actualidad
una membrana de permeabilidad selectiva, esto no implica que las sustancias se difundan
con facilidad dentro y a través de ella [19]. Si bien su principal funcién es la de actuar como
barrera contra agentes externos, algunas sustancias logran penetrarla en alguna medida,
ya sea quedando distribuidas en las capas de la piel o alcanzando el sistema circulatorio
[20- 22].

La penetracion o absorcion y el transporte de sustancias quimicas a través de la piel
depende de la naturaleza molecular de las mismas; generalmente las moléculas lipofilicas
de bajo peso molecular son las que presentan mejor difusion pasiva [23]. El proceso de
transferencia a través de la piel se lleva a cabo por diferentes rutas, las cuales se han
venido comprendiendo cada vez mejor a partir del entendimiento de la estructura fisioldgica
de la piel y del desarrollo de modelos de transporte, tanto tedricos como experimentales
[24, 25].

1.1 Estructura de la piel y mecanismos de transporte a
traves de ella

Morfolégicamente la piel esta compuesta de cuatro capas: una capa externa delgada o
estrato corneo, la epidermis, la dermis y el tejido subcutdneo o hipodermis. A su vez la
epidermis esta compuesta por subcapas: estrato basal, estrato espinoso, estrato
granuloso, estrato lucido, y la capa méas externa conocida como estrato corneo (SC por

sus siglas en inglés) [22, 23], ver la figura 1.
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Figura 1: Estructura basica de capas de la piel.
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La penetracion de una sustancia quimica a través de la piel comienza con la absorcion
rapida sobre la superficie del estrato corneo, seguida de una difusién lenta a través del
mismo y finalmente una difusion rapida a través las capas de la dermis, la hipodermisy las
paredes capilares, que son mas permeables que el estrato corneo; asi que es el estrato
cérneo el que limita la velocidad de la difusion [27]. Una sustancia también puede atravesar
la piel a través de los foliculos pilosos y los conductos sudoriparos, y aunque ésta via es
mucho mas rapida, no hay demasiados foliculos o conductos por unidad de superficie
(menos de un 0,1% [28]); asi que se considera que ésta ruta no contribuye

significativamente a la permeacion de la piel por parte de una sustancia.

1.2 Penetracidon de sustancias quimicas a través del
estrato cérneo

El estrato corneo (SC) es el principal responsable de la funcién de barrera protectora de la
piel, esto debido a la naturaleza de los lipidos intercelulares de los que esta compuesto
[29]; el SC consta de 15-25 capas de células llamadas corneocitos. Las dimensiones de
cada célula son de mas o menos 30 um a 50 um de diametro y de 0,2 um a 0,5 pm de
espesor [30]. Por lo anterior, un gran namero de investigaciones se orientan a entender el

transporte de sustancias quimicas a traveés del estrato corneo [20].
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La penetracion de sustancias quimicas a través del estrato corneo se puede dar mediante
cuatro mecanismos, clasificados en dos tipos de vias: (a) la via transepidérmica (ver la
figura 2), que comprende a los espacios intercelulares y a través de las células de la
epidermis vy, (b) la via transapendicular que consiste en el transporte a través de los
foliculos pilosos o de los conductos sudoriparos (ver la figura 1), [23, 26, 31].

Figura 2: Vias de penetracion transepidérmicas del estrato corneo.
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Elaboracion propia a partir de [26].

Se cree que la mayoria de las sustancias difunden a través de la piel siguiendo la via
transepidérmica, principalmente por los espacios intercelulares del estrato cérneo a través
de la bicapa lipidica [26, 32]. El transporte por esta ruta se da por fluctuaciones en la
densidad de las cadenas lipidicas, formandose un tipo de “bolsillo” por el cual pasaria la
sustancia; este mecanismo de transporte se considera limitado a sustancias con pesos
moleculares por debajo de 400 Da [31]. A pesar de gque esta ruta intercelular implica un
camino tortuoso, es mucho mas probable que la ruta transcelular, pues ésta Ultima implica
el paso de la sustancia por zonas hidrofilicas y lipofilicas [19], aumentando la complejidad
de las interacciones intermoleculares, lo que limita el tipo de sustancias que pueden

atravesar el estrato cérneo por esta via.
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La via transapendicular consiste en el transporte a través los foliculos pilosos y los
conductos sudoriparos, segun algunos estudios por ésta via pasan principalmente las
sustancias hidrofilicas [31], contrario a lo que se pensaba hace algunos afios que eran las
moléculas hidrofébicas de gran tamafio las que atravesaban la piel por ésta ruta [19]; sin
embargo la contribucién al transporte por ésta ruta es muy baja, debido a la pequefa
superficie que ocupan los foliculos pilosos en ciertas zonas anatomicas y la escasez de las

glandulas sudoriparas [33, 34].

Para lograr una entrega transdérmica eficiente de un farmaco es preciso entender que la
piel es un tipo de membrana selectiva, ademas que las caracteristicas moleculares de la
sustancia a transportarse y sus interacciones con los constituyentes de la piel determinaran
las rutas que le son permitidas y que tal vez sean energéticamente favorables. Por lo tanto,
para aumentar el transporte de farmacos a traves de la piel es comun el uso de promotores
de la penetracion, que han de ser elegidos de forma que disminuyan temporalmente la
barrera protectora de la piel; también en este sentido el entendimiento de la morfologia de
la piel y, las interacciones moleculares entre el promotor, la membrana y la sustancia

dictaran las pautas para su escogencia [35, 36].

1.3 Administracion transdérmica de farmacos

La via percutdnea o transdérmica busca ingresar un farmaco al torrente sanguineo o su
acumulacion en las capas de la piel, segun la necesidad terapéutica. Las ventajas de esta
via de administracién de medicamentos son: la posibilidad de una accion terapéutica
prolongada, pocas fluctuaciones en las concentraciones del principio activo en sangre,
mejor asimilacion por parte de pacientes y evita el metabolismo de primer paso, que en
muchos casos puede degradar el principio activo antes de que llegue a su sitio de accién
[18, 37].

No son muchos los medicamentos que en la actualidad se comercializan como sistemas
de administracién transdermal, el principal desafio en esta direccién tiene que ver con la
mejora de la penetracion de una gran diversidad de macromoléculas y de moléculas
hidrofilicas, las cuales tienen una absorcién muy baja por piel, pero que cuentan con gran

potencial terapéutico en el tratamiento de enfermedades [38]
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1.4 Promotores de la penetracion de farmacos a través
de la piel

La mayoria de las sustancias de interés farmacéutico no pueden atravesar por si solas
una barrera como la piel, por lo tanto, la eleccion de un sistema terapéutico debe cumplir
con varias caracteristicas, entre ellas contar con un promotor de la penetracion. El
promotor debe ser una sustancia farmacolégicamente inerte, no toxica, no irritante, y que
no comprometa de forma permanente la funcion de barrera de la piel [25, 24, 35]. Los
promotores de la penetracién pueden ser de naturaleza fisica o quimica y se administran

simultdneamente con el farmaco o por pre-acondicionamiento de la piel [32, 33, 35].

Los promotores de la penetracion de tipo fisico, o métodos activos, son estimulos
mecanicos aplicados sobre un area determinada de la piel. El ultrasonido, por ejemplo,
promueve el transporte de moléculas de bajo peso molecular a bajas frecuencias de
radiacion [39]. Otras técnicas de naturaleza fisica buscan inducir la creacion de poros
temporales en el estrato corneo. Esto se logra por medio de distintos estimulos aplicados
directamente sobre la piel, ya sean eléctricos, magnéticos o de micro puncién, como son
la electroporacion, la magnetoforesis y las microagujas [17]. Estos métodos fisicos pueden
tener algunas complicaciones, entre las que se han reportado: la sensacion de hormigueo,
calor, enrojecimiento prolongado de la piel e irritacion, ademas es de dificil aplicacion en

areas grandes de piel [40].

Los métodos quimicos, o0 métodos pasivos, consisten en el uso de sustancias quimicas
(CPEs, Chemical Penetration Enhancers) que pueden modificar temporalmente las
propiedades del estrato corneo, ya sea por fluidizacion de los lipidos o por reorganizacion
de la estructura secundaria de las proteinas [41]. Consecuencia de la interaccion entre el
promotor quimico y el farmaco, este Ultimo puede adquirir alguna caracteristica o
conformacion molecular que lo hace activo para la permeacion de la piel. Se han estudiado
alrededor de 400 sustancias quimicas, que han demostrado mejorar la permeabilidad del
estrato cérneo [42], entre ellas, por ejemplo el dimetilsulféxido, que es soluble tanto en
agua como en solventes organicos, gracias a esto atraviesa la dermis y las membranas
celulares con facilidad, el &cido hialurénico y algunos acidos grasos, que gracias a su bio-
compatibilidad con la piel han demostrado también ser eficaces para mejorar la

permeabilidad del estrato cérneo.
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Los potenciadores quimicos de la permeabilidad abarcan una amplia gama de funciones
guimicas, tales como: sulfoxidos, glicoles, alcoholes, terpenos y moléculas especialmente
disefiadas para éste fin [24, 25, 39, 41]. Sin embargo, deben hacerse estudios cuidadosos
de los posibles efectos secundarios antes utilizar algin promotor de la permeabilidad [36,
41].

1.4.1 Péptidos como promotores de la penetracidn por piel

Los péptidos son excelentes candidatos para ser usados como agentes de administracién
de farmacos a través de la piel, ya que exhiben una menor probabilidad de causar
reacciones adversas en el organismo, son susceptibles de ser disefiados, sintetizados y
ademas se pueden conjugar con relativa facilidad a otros medicamentos [43]. Por lo
anterior, los péptidos mejoradores de la penetracién por piel (SPEPs , Skin Penetrating
Enhancer Peptides), son considerados hoy en dia una de las mejores estrategias para la
entrega de macromoléculas a través de la piel [44].

Los SPEPs se clasifican en tres categorias, segun el origen de su descubrimiento: (a)
péptidos de penetracion celular (CPP, Cell Penetrating Peptides), (b) péptidos
antimicrobianos (AMPs, antimicrobial peptides) v, (c) los provenientes de la tecnologia de

presentacion sobre bacteriéfagos o “Phage peptides” [45].

Péptidos de penetracién celular como promotores del trasporte de sustancias

guimicas a través de la piel

Los CPP son péptidos pequefios que atraviesan la membrana celular eucariota. Los
primeros CPP estudiados en la penetracion por piel incluyen el péptido TAT
(YGRKKRRQRRR) [46]; [47]; [48], el YARA (YARAAARQARA) [49], las poliargininas de
distintas longitudes [50][51], entre algunos otros. Estos péptidos, con menos de 30
aminodcidos, son de naturaleza catiénica debido a los aminoacidos de caracter basico que
sSoOn comunes en sus secuencias [47]. Las cargas positivas en la estructura favorecen la
interaccion electrostatica con los fosfolipidos de la membrana celular que estan cargados
negativamente [52]; ademas estos péptidos tienen caracter anfipatico, que se genera a
partir de la estructura primaria por la presencia de aminoacidos polares y apolares, o por
la conformacién de la estructura secundaria que posiciona los residuos hidrofébicos a un

lado de la molécula y los hidrofilicos al lado opuesto [53].
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En relacién a los estudios de transporte por piel con los CPP, se sabe que algunos pueden
penetrar la piel transportando distintos tipos de moléculas, incluso aquellas de gran peso
molecular y caracter hidrofilo como el péptido P20 (WLRRASAPLPGLK). ElI P20 se
absorbe en piel de oreja de cerdo si esta enlazado covalentemente con el péptido YARA
(YARAAARQARA) o con el péptido TAT, mientras que no se observa lo mismo para el P20
si se enlaza covalentemente al péptido YKA (FNLCNY). La diferencia esta en que los
péptidos YARAY TAT son de transduccion celular o CPP mientras que en el péptido YKA
no se observa tal caracteristica [46]. Un estudio posterior mostré que los péptidos YARA
(YARAAARQARA) y WLR (WLRRIKAWLRRIKAWLRRIKA) mejoraron la penetracién por
piel del péptido P20 (WLRRASAPLPGLK) sin necesidad de estar enlazados
covalentemente a éste [49].

La coadministracion de los CPP con otros péptidos abrié la posibilidad a la administracion
transdérmica de un importante nimero de sustancias con baja absorcion en el estrato
corneo, tal es el caso del ARN de interferencia (SiRNA, short interfering RNA). La aplicacion
topica de siRNA es de particular interés por su potencial terapéutico en trastornos cutaneos
[54]. Se coadministré siRNA con el CPP TAT y con el péptido AT1002 que es un modulador
de unidn estrecha (tight junction modulator) en piel de rata [54], el estudio mostré que el

uso combinado de estos péptidos aumenta de manera importante el transporte de siRNA.

Lo anterior demuestra que la coadministracidbn de sustancias quimicas con CPP (sin
enlazarse covalentemente) es posible, lo cual desde una perspectiva practica traeria
interesantes ventajas, pues la conjugacion implica modificacion de la estructura secundaria
del péptido y por lo tanto de sus propiedades [53], ademas es mas simple la formulacién

coadministrando los péptidos que enlazandolos quimicamente [49].

Péptidos provenientes de bacteriéfagos para el transporte a través de la piel

Las pruebas de penetracion de bacteri6fagos (virus bacterianos de aproximadamente
800nm) son populares en la identificacién de péptidos. Por ejemplo, se identificé el péptido
T2 (LVGVFH) a partir de pruebas de penetracion de bacteri6fagos en piel de rata. Los
bacteriéfagos que contenian al péptido T2 penetraban la piel, pero luego de modificar el
extremo C terminal del péptido, cambiando el aminoécido histidina por alanina, el T2 perdio
la capacidad de transportarse. El anterior resultado permitié concluir que la histidina en el

extremo C del péptido T2 es fundamental en la habilidad de transporte del mismo [55].
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La secuencia TD-1 (ACSSSPSKHCG) también se identifico a partir de pruebas con fagos;
después de sintetizarse y coadministrarse con insulina en piel abdominal de ratas
diabéticas se obtuvieron niveles sistémicos elevados de insulina [56]. La misma prueba,
con hormona de crecimiento humana logré una biodisponibilidad sistémica significativa de
la hormona. El estudio sugiere que el péptido TD-1 crea una apertura transitoria en la
barrera de la piel, para permitir que los farmacos macromoleculares alcancen la circulacién

sistémica. [56].

La coadministracion de siRNA con el péptido TD-1 (ACSSSPSKHCG) [57], en piel de rata,
muestra una distribucion uniforme de concentracion del TD-1 y siRNA, desde la epidermis
hasta el tejido subcutaneo, con evidencia de que la penetracién no se dio a través del
estrato corneo sino a través de los foliculos pilosos y los conductos sudoriparos, sin
embargo la aplicacion clinica de este estudio es limitada, pues hay 25 veces mas foliculos

pilosos en la piel de las ratas que en la piel humana [55].

La entrega transdérmica de siRNA se estudi6 también al unirlo mediante un enlace
covalente al péptido SPACE (skin permeating and cell entering, ACTGSTQHQCG) [58—
60]. Cuando este péptido se enlazd covalentemente a siRNA en piel de oreja de cerdo
mejoro la absorcion de siRNA en el estrato cérneo [38].

En otros estudios el péptido SPACE conjugado a estreptavidina (macromolécula de 159
aminodcidos), mostrd que la estructura estreptavidina-SPACE atraviesa el estrato corneo
localizandose en la dermis y la epidermis [59]. Este resultado sugiere que este péptido
puede transportar macromoléculas a través de la piel, si estdn enlazadas a éste, no
obstante, no se ha demostrado lo mismo para la coadministracion con este péptido.

El uso de los péptidos como mejoradores de la penetracién por piel ha ampliado la
posibilidad en el uso de macromoléculas en diversos fines terapéuticos, segun se quiera

acumulacion en el estrato cérneo o que el farmaco llegue al sistema vascular.

1.5 Mecanismos de transporte de los péptidos a través
de la piel

En cuanto a los detalles de los mecanismos para explicar la penetracion de los péptidos
por piel, a la fecha no se conoce exactamente la forma de accién de éstos. En general la

interaccion de SPEPs con la piel, y su funcién como potenciadores de la penetracion,
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depende principalmente de variables tales como: el tipo de membrana, el tiempo de
tratamiento, el tipo de moléculas a transportar y si estd o no conjugado a la molécula a
transportar [44]. También es determinante la secuencia primaria y longitud de esta, la
estructura secundaria y la quiralidad de los péptidos [37].

La presencia de cargas positivas de los grupos del aminoacido arginina promueven la
union a las superficies celulares cargadas negativamente por interacciones electrostaticas
[48]. Algunos estudios llevados a cabo con oligbmeros cortos de arginina demuestran que
estos transportan farmacos terapéuticos a través del estrato cOrneo y ayudan a su
distribucion a lo largo de la epidermis y la dermis [51, 61].

La conjugacion con acidos grasos mejora el transporte al aumentar la lipofilia de los
compuestos [62], pues es sabido que los péptidos lip6filos presentan mayor penetraciéon
por piel que los hidréfilos [46]. También la presencia del aminoéacido triptéfano en el C-
terminal de la secuencia mejora las interacciones lipofilicas [53], ademas, la estructura
secundaria helicoidal y los péptidos con poder de transduccién celular muestran mejor
comportamiento difusivo a través de la piel que aquellos péptidos que no tienen estas
caracteristicas [63, 46].

Sin embargo, a pesar de toda la informacion que se ha obtenido ain no son claros los
detalles del mecanismo de transporte de los péptidos a través de la piel, en ocasiones el
cambio de un solo aminoacido dentro de la estructura primaria de un péptido puede
modificar el transporte del mismo; un ejemplo de ello es el péptido T2 (LVGVFH) que perdié

la capacidad transportadora cuando se remplazo la histidina por la alanina, [55].

En la tabla 1 se muestran algunos péptidos estudiados en el transporte a través de piel

animal o sintética.

Tabla 1: Algunas secuencias peptidicas estudiadas en el transporte a través de
membranas tipo piel sintéticas y animales.

NOMBRE SECUENCIA TIPO DE MEMBRANA Y DE
ESTUDIO
Antennapedia RQIKIWFQNRRMKWKK Piel de oreja de raton, in vivo
transduction sequence [64]
(ANTP)
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NOMBRE SECUENCIA TIPO DE MEMBRANA Y DE
ESTUDIO
Protein transduction YARAAARQARA Piel de oreja de cerdo, in vitro
domain (PTD) YARA'Y YGRKKRRQRRR [46]
TAT
Pentapéptido de KTTKS Piel de rata desnuda, in vitro
colégenq y.modificacién Pal- KTTKS [62]
con acido graso
TD-1 ACSSSPSKHCG Piel de abdomen de rata, in
vivo [56] Piel de cerdo y de
raton, in vitro [55]
Magainin GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS Piel de cadaver humano, in
vitro [65]
Protein transduction YARAAARQARA; Piel de oreja de cerdo, in vitro
domain (PTD) YARA'Y WLRRIKAWLRRIKAWLRRIKA [49]
WLR
YKA, TAT YKALRISRKLAK Piel de rata, in vitro[47]
YGRKKRRQRRR
RALA RALARALARALRALAR Piel de oreja de cerdo, in vitro
[66]
AT1002, TAT, FCIGRL Piel de raton in vivo,
YGRKKRRQRRR membrana celular in vitro [54]
SPACE ACTGSTQHQCG Piel de oreja de cerdo, in vitro
[59]
Poliargininas R8; R11; R15 Piel de raton, in vitro e in vivo
[51]
Penetratin RQIKIWFQNRRMKWKK Piel de cerdo, in vitro [67]
TD-1 ACSSSPSKHCG Piel de pata de rata, in vitro
[57]
SPACE ACTGSTQHQCG Piel de cerdo, in vitro [68]
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NOMBRE SECUENCIA TIPO DE MEMBRANA Y DE
ESTUDIO
SPACE; Poly-R; TD-1; ACTGSTQHQCG; RRRRRRR; Piel de cerdo, in vitro [40]
DLP; LP-12 ACSSSPSKHCG; ACKTGSHNQCG;
HIITDPNMAEYL.
Peptidos de Colageno de Diversas Piel de rata desnuda, in vitro
escama de pescado [63]
T2 LVGVFH Piel de oreja de cerdo y raton,
In vitro [55]
TAT, R8, R11, YKA TAT: YGRKKRRQRRR Piel de Rata, In vitro [48]
YKA: YKALRISRKLAK
. Leu-enkephalin (Enk) Piel de rata, In vitro [69]
e neptan
IMT-P8 RRWRRWNRFNRRRCR Piel de raton, in vivo [70]
IMT-P8-KLA:
KLAKLAKKLAKLAKRRWRRWNRFNRRR
CR
R9-SA Acido estérico acilado-poliarginina 9 Piel de ratén, in vivo [71]

1.6 Estudios in vitro de la penetracion de sustancias
quimicas a través de la piel

Los estudios orientados a medir la absorcion percutdnea de farmacos se dividen en dos
tipos, in vitro e in vivo. Los estudios in vivo tienen la ventaja de dar informacién mas precisa
sobre la cinética de absorcién y la llegada al sistema vascular de la sustancia estudiada
[72]. Pueden hacerse con animales vivos o voluntarios humanos, sin embargo tienen
algunas desventajas ya que son costosos, poco reproducibles y tienen implicaciones éticas
y bioéticas inherentes a los procesos [73]. Como alternativa a estos sistemas se disefiaron
experimentos in vitro, los cuales son mas econémicos, mas rapidos y han evolucionado
hasta convertirse en el método mas importante para estudiar la penetracion dérmica de

sustancias quimicas [74].
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La experimentacion in vitro procura simular las condiciones de difusion a través de la piel
en seres humanos, estableciendo correlaciones in vivo / in vitro. Dentro de sus ventajas
sobre los métodos in vivo estan que permiten mayor variabilidad en los pardmetros a
evaluar, son mas controlables y por tanto reproducibles y es posible el uso de membranas
sintéticas tipo piel [75].

En los experimentos in vitro se aplica la formulacién sobre la superficie de una muestra de
piel (de origen animal o sintética), la cual esta dispuesta entre un compartimiento donor y
un compartimiento receptor de una celda de difusion, por ejemplo la celda de Franz [75].
Las condiciones de trabajo deben estar estandarizadas para evitar la variabilidad. Los
aspectos mas relevantes para la evaluacion de la penetracion de un farmaco a través de
un sistema in vitro son: la composicion y pH de la formulacion, el tipo de membrana, la

composicion y pH del fluido receptor, el andlisis y calculo de los resultados [76].

1.6.1 Celdas de Difusion de Franz

Las celdas de difusion de Franz tienen dos compartimentos, uno superior o donor y uno
inferior o receptor, y entre ellos se ubica la membrana (ver figura 3). En el compartimento
donor se coloca la muestra que contiene la sustancia de interés, mientras que en
compartimento receptor se llena con un liquido, el cual puede ser plasma sanguineo, algun
solvente organico o una solucién acuosa. La membrana puede ser sintética o animal, con

un area de transferencia conocida.

El compartimiento inferior posee un brazo lateral de muestreo para analizar la
concentracion durante el experimento de transporte a través de membrana [77, 74], como

se observa en la figura 3 y en la fotografia 1.
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Figura 3: Representacion de las partes de una celda de Franz.
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1.6.2 Membranas para el estudio de la entrega de farmacos a
través de la piel

Las membranas sintéticas y la piel de algunos animales, tales como cerdos, ratas,

cobayas, monos, serpientes, entre otros, han sido utilizadas con éxito en estudios de

permeacion o transporte a través de piel [73, 78]. La piel de animal, en particular la de oreja

de cerdo, es aceptada como un buen reemplazo de la piel humana ya que presenta una

estructura similar a esta, en particular al estrato cérneo [15, 78].
Membranas sintéticas

Las membranas sintéticas tipo piel se utilizan ampliamente en estudios in vitro y su validez
como barreras modelo para el estudio del transporte transdérmico estd comprobada al
comparar su desempefio con piel de animal [14]. Por ejemplo, en el transporte
transdérmico de ibuprofeno, en presencia y ausencia del promotor Transcutol® ( Eter
monoetilico de dietilenglicol), se obtuvieron perfiles de flujos difusivos comparables al

utilizar una membrana sintética o piel de rata [10].
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En diversos estudios se han comparado membranas sintéticas con piel, por ejemplo:
membrana sintética de celulosa con piel de oreja de cerdo [77], la membrana sintética
PAMPA-skin (70% de silicona) con piel humana [15], membranas Strat-M® (capas de
poliéter sulfonas) con piel de cerdo y de rata [14, 79]. Todos estos estudios validan el uso
de las membranas sintéticas ya que se obtienen perfiles difusivos y coeficientes de
permeabilidad comparables con los obtenidos para piel.

Las membranas sintéticas mas comunes son las de silicona, celulosa y polisulfonas, sin
embargo, existen varios tipos de membranas porosas disponibles en el mercado
(politetrafluoroetileno, polipropileno, colageno, fibra de vidrio, etc.), todas tienen distinto
tamafio de poro y grosor, por ello pueden dar flujos variables de farmaco. Muchos estudios
se dedican a comparar las propiedades de estas membranas comerciales, destacando la
importancia de las interacciones que pueda tener el material de la membrana con la

sustancia quimica a la que se le va a hacer el estudio de transporte. [76, 78].

La disponibilidad comercial, la estabilidad, la uniformidad y la facilidad de su uso hacen de

estos medios sintéticos alternativas deseables.

En la tabla nimero 2: se exponen algunos estudios hechos con membranas sintéticas para
el transporte de sustancias guimicas, algunos incluyen comparaciones con membranas
animales.

Tabla 2: Algunas membranas sintéticas evaluadas en el transporte de sustancias
guimicas.

Membrana (s) sintéticas del | Sustancia de Prueba | Membrana Resultados
estudio de

comparacion

-Lipidica de cristal liquido (LM) | Colorante artificial Piel de cerdo | LM presenta difusiones que
-Fosfolipidica (PM) se correlacionan muy bien
con las difusiones en piel de
cerdo mientras que con las
membranas PM no se

encuentran  correlaciones

significativas [83].
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Membrana (s) sintéticas del | Sustancia de Prueba | Membrana Resultados
estudio de
comparacion
-Polisulfona (0,45 um) Nitroglicerina Piel de rata Las 10 membranas
-Polimero Acrilico (0,45 um) sintéticas comparadas con
-Fibra de Vidrio (3,5 um) iel de rata tiene mayor
-Polimero de Silicona P y
(125um) velocidad de permeacion,
;JEni;er mixto de celulosa (0,45 sin embargo la membrana
-PTFE -polietileno (0,5 pum) de PTFE muestra una tasa
de permeacion  muy
-Ester mixto de celulosa (0,8 . .
um) semejante a la de la piel del
-Polipropileno (10 pm) animal [84].
-PTFE (5 um)
-Nylon (0,22 ym) Aciclovir Comparadas | Las  membranas  mas
-Tuffryn (0,45 um) - .
_Durapore HVLP (0,45 ym) entre ellas hidréfobas tuvieron
-Nitrocelulosa VSWP (0,025 difusiones muy bajas (Strat-
um) .
Strat-M (0.2 um) My Fluoropore) esto debido
-Fluoropore FGLP (0,2 um) a que la molécula de estudio
es muy hidrofilica [85].
-Strat-M (0,2um) -[14C]-Anilina Pielhumana | Se encontr6 que las
-Testosterona . .
velocidades de permeacion
son similares en piel y Strat-
M para testosterona, pero
son mas rapidas en la
membrana sintética para la
anilina [79].
-Strat-M (0,2um) -Lidocaina Piel humanay | Los parametros de difusion y
-Cafeina iel de rata sin | coeficiente de reparto de los
-Aminopirina P P

-Isosorbide dinitrato
-Metilparabeno
-Etilparabeno

-N-Propil parabeno
-N-Butil parabeno
-P-aminobenzoato de
metilo

pelo

productos quimicos en Strat-
M fueron similares a los de
las pieles humanas y de rata
[14].
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Membrana (s) sintéticas del | Sustancia de Prueba | Membrana Resultados
estudio de

comparacion

-P-aminobenzoato de

etilo
P - aminobenzoato de n
- propilo
P - aminobenzoato de
n- butilo
-Miristato de isopropilo (IPM) -Cafeina Comparadas | Las tres  membranas
-Certramidas -Cortisona entre ellas mostraron potencial en la
-Strat-M -Diclofenaco sédico P
aplicados en propilenglicol, -Manitol prediccion de la absorcion
agua y etanol -Acido salicilico .
de farmacos y
-Testosterona
discriminacion entre
vehiculos y concentraciones
de la sustancia en el
vehiculo [86]
- Polidimetilsiloxano celulosa Rivastigmina (RV) Piel de oreja | La correlacién in vivo- in
-Hoja plan de celulosa de cerdo vitro para la membrana
-Tubo de celulosa sin costura Strat-M® obtuvo un R? de
Polietersulfona con poliolefina 0,991 por encima de todas
(Strat-M) las demas membranas que

obtuvieron  correlaciones
con R2<0,9. Los resultados
demostraron que el uso de
la membrana sintética Strat-
Men células de difusion de
Franz podria predecir la
absorcion de RV in vivo
[87].
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1.7 Ajuste de datos experimentales a modelos
matematicos

El transporte de sustancias a través de barreras se caracteriza mediante algunos
parametros difusivos, tales como: el coeficiente de permeabilidad, el coeficiente de reparto,
el tiempo de retardo y el coeficiente de difusion [88, 89]. Para obtener estos parametros
difusivos los datos experimentales se deben ajustar a modelos mateméaticos que describen
el proceso de transporte, como el modelo de difusion de Fick [89— 91]. La complejidad de
los modelos matematicos usualmente depende del fendbmeno a describir y de las
condiciones experimentales bajo las que se realiza el estudio; un ejemplo de esto es ajustar
datos experimentales a un modelo de estado estacionario, relativamente simple, o a un

modelo de estado transitorio, mas complicado [91, 92].

La primera ley de Fick, ecuacion (1), relaciona la magnitud del flujo difusivo con un
gradiente estacionario de potencial quimico. De manera sencilla, de la primera ley de Fick
se lee que el flujo de una sustancia tiene lugar a lo largo de una trayectoria, dependiendo
de las dimensiones estudiadas, descrita por un gradiente de concentracion donde la
sustancia se transporta desde una zona de alto potencial quimico a una de bajo potencial
guimico. Para ajustar datos experimentales de transporte transdérmico a la primera ley de
Fick, es necesario que el experimento se lleve a cabo durante un tiempo prudencialmente
largo, de modo que se pueda considerar que la membrana se encuentra en un pseudo-

estado estacionario de transporte.

j=-p% (1)

Cuando las condiciones del experimento no permiten garantizar un estado estacionario de
transporte, la variacion en el perfil de concentracion de la sustancia que se transporta se

describe mediante la segunda ley de Fick, ecuacion (2).

ac DaZc (2)
ot dx?
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Para el transporte transdérmico de sustancias a través de membranas es necesario
considerar que la sustancia conserva su naturaleza quimica, es decir, que esta ni se
degrada ni se une covalentemente a la membrana o al medio que la contiene (vehiculo).
En estas condiciones se puede garantizar que el coeficiente de difusion hallado mediante
el ajuste de Fick describe adecuadamente el transporte [93].

A continuacion, se muestra el uso de la primera ley de Fick, en una dimension, en la
coordenada x, para estimar los parametros difusivos del transporte en estado estacionario,
Jss; desde el medio donor o vehiculo, a la membranay de esta al medio receptor. Para una
membrana de espesor [, con condiciones de frontera C,—y, = C; Y Cx=; = C,, la ecuacion de

Fick se escribe como se indica en la ecuacion (3),

(CEl%Y) (3)

Jss =D I

Si la concentracién C,; esta en equilibrio con la concentracién del vehiculo, C,, donde se
encuentra la sustancia de interés, entonces la concentracion C; se calcula segun la

ecuacion (4),

C; = KC, (4)

donde K es el coeficiente de reparto entre la barrera de la piel (estrato cérneo) y el vehiculo;
ademas, si la celda receptora opera bajo la condicion de sumidero, entonces C, = 0. De
acuerdo a lo anterior, y reemplazado la ecuacién (4) en (3), el flujo difusivo estacionario se

. ., DK ..
puede reescribir como se muestra en la ecuacion (5), donde k, = ——es el coeficiente

de permeabilidad.

Jss = kp Cy (5)

La estimacion del flujo difusivo estacionario, J, debe hacerse a partir de datos medidos
una vez el sistema esté en estado estacionario. El estado estacionario se alcanza cuando
se supera un tiempo de latencia, el cual puede estimarse a partir de una gréfica de la masa

acumulada en el compartimento receptor, expresada por unidad de superficie de la
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membrana, en el tiempo; el intercepto de la porcion lineal de esta gréfica con el eje del
tiempo proporciona el valor del tiempo de latencia [20, 93].

Antes de analizar un conjunto de datos experimentales utilizando la ley de difusién Fick se
deben tener en cuenta dos situaciones directamente relacionadas con la forma en la que
se llevo a cabo el experimento: (a) dosis infinita, la concentracién de la sustancia en el
compartimento donor permanece practicamente constante durante el transporte, mientras
el compartimento receptor actia de sumidero, y (b) dosis finita, la concentracién de la
sustancia en el comportamiento donor disminuye a medida que avanza el proceso de

transporte.

Los modelos matematicos para analizar los datos experimentales de dosis infinita son
considerablemente mas sencillos, que aquellos que se usan para modelar los de dosis
finitas [94]. Sin embargo, una dosis en concentracion infinita no corresponde con la realidad

a la hora de evaluar la exposicion a un compuesto quimico.

Debido a la complejidad estructural de la piel y a los mecanismos involucrados en la
absorcion y transporte de farmacos a través de ella, el analisis matematico de los datos
experimentales de permeabilidad no siempre se limita a un ajuste a las leyes de Fick. Por
tanto, se han desarrollado diversos modelos matematicos que contribuyen al
entendimiento y prediccién del proceso difusivo [95]. Estos modelos permiten hacer
correlaciones entre los experimentos in vitro y los sistemas vivos, y van desde modelos
sencillos, que consideran el estrato cérneo como un compartimiento homogéneo, hasta
aquellos que consideran toda la complejidad estructural de la piel (compuesta de lipidos,

corneocitos y queratina dentro de los corneocitos) [93].

1.7.1 Modelo de dosis infinita

La cantidad de sustancia en el compartimento donor puede considerarse constante
durante el transporte, y adicionalmente se debe garantizar condiciones de sumidero en el
receptor, de modo que la concentracion de la sustancia en este permanezca lo mas baja
posible. En estas condiciones para tiempos largos de experimentacién el flujo difusivo se
acerca al estado estacionario, y la solucion del modelo se puede simplificar tomando la
porcién lineal de la curva construida, a partir de la cantidad acumulada del permeante en

el receptor, expresada en masa por unidad de area, m;, en el tiempo [88, 91, 92].
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La ecuacion (6) muestra el modelo matematico para ajustar los datos experimentales bajo
la condicion de dosis infinita.

mt=A%Cv<t—ﬁ> ©)

Donde A es el area de transferencia, K es el coeficiente de reparto del soluto entre el
vehiculo y la membrana, C, es la concentracion de la sustancia en el compartimento donor,
D es el coeficiente difusién y [ es la longitud del camino de difusion (tomado como el

espesor macroscoépico de la membrana).

El coeficiente de permeabilidad, k,, no depende de la concentracion inicial en el
compartimento donor, ni tampoco del area de aplicacién, pero es especifico para las
condiciones experimentales; vehiculo, tipo de membrana y propiedades fisicoquimicas de
la sustancia permeante [92, 96]. Suponiendo que el vehiculo en el que se aplica la
sustancia no afecta las propiedades de barrera de la membrana, el coeficiente de
permeabilidad k, describe la capacidad de una sustancia para impregnar una barrera
dada.

El coeficiente de permeabilidad se puede determinar dividiendo la pendiente del ajuste
lineal por la concentracion inicial en el vehiculo C, y el area de aplicacion A, k, = ﬁ,
v

mientras que el tiempo de latencia esta dado por la interseccion con el eje del tiempo de

. 12
la misma curva, t;;; = - [92].

Reescribiendo la ecuacion (6) de acuerdo a las definiciones anteriores, se obtiene:

me = Akp Cy (t— tlat) (7)

A la anterior ecuacién (7) se le conoce como aproximacion de pseudo estado estable para
dosis infinita [88, 90].

Si no se tiene certeza sobre si el proceso de transporte se encuentra en estado
estacionario, entonces se debe recurrir a una solucién mas rigurosa para evaluar los datos
experimentales en todo el intervalo de tiempo estudiado, mediante la solucién analitica de

la segunda ley de Fick, ver ecuacion (8), [90-92]. Para hacer uso de la ecuacién (8) se
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necesitan algoritmos de optimizacion, que a partir de datos estimados de los parametros
se encuentre el ajuste de los datos con el menor error posible. Estos algoritmos y la
solucién simbdlica y numérica de los mismos se pueden desarrollar en cualquier software

matematico como Matlab, Scilab, Sage, entre otros.

—_1)n n?m? 8
Dt 1 2 (=D e(_D t)] (8)

1.7.2 Modelo de dosis finita.

Los datos experimentales de un proceso de transporte a través de membrana, bajo la
situacion de dosis finita en el compartimento donor, exhiben un perfil caracteristico que se
aproxima a una meseta en la magnitud del flujo difusivo en el tiempo, indicando un
abatimiento de la cantidad de sustancia transportada en el tiempo. Visto de otra manera,
el seguimiento a la concentracion de la sustancia en el compartimento receptor se

aproxima a un valor constante en el tiempo [92].

La descripcion del flujo difusivo de una sustancia que atraviesa una barrera en cualquier

instante de tiempo se puede describir mediante la ecuacion (9) [97-99].

d 2 “iZDt> (5)

J, = 2AM 322 il exp\ U
‘ N L cosay(B + B2 +af)

Aqui, M., = h,C, es la cantidad penetrada a tiempo infinito, que es igual a la masa aplicada

y h, es la altura de la formulacién o vehiculo en el compartimiento del donante, § es una

.. l L, . . .
constante definida como f = K o los pardmetros restantes mantienen su significado. El
v

flujo transiente es descrito por la variable % y la constante S [97].

La masa acumulada en el compartimento receptor m; se puede calcular integrando la

ecuacion (9), obteniéndose la ecuacion 10:
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o 2
m - Z 1 . allth> (20)
Mo, - cosa;(B + B2 + a?)

1.7.3 Modelos farmacocinéticos

La farmacocinética ofrece un marco tedrico para el modelamiento del proceso de
transporte que acompafa a un farmaco en un organismo animal, desde el momento en
gue es administrado hasta su eliminacion [5]. Para construir un modelo farmacocinético se
considera que el organismo esta constituido de compartimentos (ver figura 4), a través de
los cuales se lleva a cabo el transporte, involucrando la administracion, absorcion,
distribucion, metabolismo y eliminacion [2]. Asi, los modelos farmacocinéticos
compartimentales consisten entonces en un sistema de ecuaciones diferenciales
ordinarias que describen como varia en el tiempo la cantidad de sustancia transportada en
los diferentes compartimentos, segun los procesos que ocurren en cada uno de ellos. A
modo de ejemplo, la piel se puede modelar con uno, dos o tres compartimentos,
dependiendo del nimero de capas que se consideren [92]. La ecuacion (11) es un modelo
sencillo policompartimental para describir el transporte en un sistema tipo celda de Franz,
donde C;, C, Yy C; corresponden a la concentracion de la sustancia en el compartimento
donor, en la membrana (estrato cérneo si es piel) y en el compartimento receptor,

respectivamente.

La suposicion mas importante en este tipo de modelos es que la distribucién de la sustancia

en cada uno de los compartimentos es uniforme [100,101].

dc 11
Vzd_tz = k1C1 - k_1C2 + k_2C3 - kZCZ ( )
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Figura 4: Modelo dermatocinético de un solo compartimento.

Cs _kl__> C: i__p Cs
Vs - V2 - 2
k-1 k-2
Compartimento donor sSC Compartimento aceptor

Elaboracion propia a partir de [101].
1.7.4 Modelos basados en QSPR

Los modelos QSPR (Quantitative Structure—Permeation Relationship) y QSAR
(Quantitative Structure—Activity Relationship) establecen relaciones entre la actividad
bioldgica o las propiedades fisicoquimicas de una sustancia y sus pardmetros moleculares
[102-104]. Estos modelos, una vez implementados sobre una familia de sustancias
estudiadas, permiten predecir el comportamiento o respuesta de nuevas sustancias frente
al transporte a través de membrana. Los modelos QSPR han sido usados exitosamente
para predecir el transporte de muchas sustancias a través de la piel, tanto para la
identificacion y seleccién de potenciales candidatos a farmacos de administracion
transdérmica, como para la evaluacion del riesgo potencial a la exposiciéon dérmica a
productos quimicos peligrosos como pesticidas [93].

El transporte de moléculas se considera como si procediera a través de un mecanismo de
'volumen libre', permitiendo que la difusividad en el estrato corneo se modele con el QSPR
de la ecuacién 12, [104].

_ (Do 4 (12)
loghy = log( l ) [2.303

donde V es el volumen molecular del permeante, k, es el coeficiente de reparto octanol

agua del solutoy gy D, son constantes.
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Este modelo puede predecir la permeabilidad de sustancias quimicas con masa molares
entre los 18 Da a mas de 750 Da, y con valores de logk, de -3 a +6.
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2.Trabajo Experimental

En este capitulo se presentan los procedimientos experimentales llevados a cabo en esta
investigacion y se detallan los materiales y los métodos. Se inicia con la presentacion de
la manera en que se sintetizaron los péptidos, usando la metodologia de sintesis en fase
solida Fmoc. Se finaliza con la explicacion detallada de las técnicas experimentales usadas

para evaluar la permeabilidad de los péptidos a través de las membranas de estudio.

2.1 Sintesis de péptidos en fase solida (SPPS)

El primer método de sintesis de péptidos fue el llamado método clasico o de sintesis en
solucion, debido a que la unién sucesiva de aminoacidos se da en fase liquida [105]. Su
desventaja radica en que, en cada ciclo de acople entre aminoacidos, la secuencia en
procesos de construccion debe aislarse y purificarse. Lo anterior hace a éste método
tedioso, ademas todas estas purificaciones son susceptibles de perdida de material, por lo

cual los rendimientos obtenidos son menores al 50% [105, 106].

Mas tarde se desarrollé el método de sintesis de péptidos en fase sélida (SPPS), donde la
secuencia peptidica en proceso de construccion estd anclada a un soporte solido insoluble.
Esto permite hacer la construcciéon del péptido sin nhecesidad de purificacion entre acoples
sucesivos de aminoacidos [107]. El soporte sélido, generalmente una resina, tiene un
grupo funcional amino que inicialmente esta enlazado a un grupo protector, el cual debe

ser removido o “desprotegido” para enlazar, o “acoplar” el primer aminoacido [108].

La secuencia de aminoacidos que conforma la estructura primaria del péptido se arma de
aminodacido en aminoacido, mediante la formacién de enlaces tipo amida entre el amino
terminal de un aminoacido y el grupo a-carboxilo terminal del siguiente aminoacido (ver
figura 5), el primer aminoacido anclado a la resina es el Ultimo de la secuencia, pues la

formacion de la secuencia se va haciendo desde el ultimo aminoacido al primero. Cuando
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se completa la secuencia peptidica, se remueve de la resina y se eliminan los grupos

protectores de las cadenas laterales de los amino&cidos [108].

Después de cada reaccién de “acople” el grupo protector del grupo amino debe ser
removido, para permitir el acople con el siguiente aminoécido [109], a éste paso se le llama
desproteccion. El grupo carboxi de los aminoacidos debe activarse para el “acople” y todos
los aminoéacidos a utilizar deben tener protegida su cadena lateral R y su grupo amino

terminal, para evitar reacciones no deseadas.

2.1.1 Reactivos

Se utilizé Resina Rink amida de sustitucion 0,73 mmol/g, de la marca Novabichem, como

soporte sélido para dar inicio a la sintesis.

Los aminoacidos usados de la marca Novabiochem fueron: Leucina (Fmoc-Leu-OH),
Glicina (Fmoc-Gly-OH), Alanina (Fmoc-Ala-OH), Triptéfano (Trp(Boc)-OH), Treonina
(Thr(tBu)-OH), Lisina (Lys(Boc)-OH) y Metionina (Fmoc-Met-OH)

Los solventes usados de la marca Merck fueron: 2-Propanol para analisis (EMSURE® para
analisis ACS, 1SO, Reag. Ph Eur) Etanol absoluto para analisis (EMSURE® para analisis
ACS, ISO, Reag. Ph Eur), Diclorometano (DMF) para analisis (EMPARTA® ACS), N,N-
dimetilformamida (DMF) para sintesis de péptidos, Eter etilico para analisis (EMSURE®
para andlisis ACS, ISO, Reag. Ph Eur)

Otros reactivos usados: Fenol para sintesis, 4-metil-piperidina para sintesis, N,N'-
diciclohexilcarbodiimida para sintesis, Triisopropilsilano para sintesis, Piridina para
analisis, Acido trifluoroacético para sintesis, todos los anteriores de la marca Merck y 1-

hidroxibenzotriazol de la marca Panreac.

2.1.2 Protocolo para la sintesis de péptidos

Una vez definidas las secuencias de los péptidos a sintetizar se establece el protocolo de
sintesis para cada una de ellas. En la tabla 3 se pueden ver las secuencias de aminoacidos
gue conforman la estructura primaria de los péptidos y las masas molares de los mismos.
Estos péptidos tienen menos de 15 aminoacidos y son iguales en los Gltimos 9 aminoacidos
de sus secuencias, esto tratando de preservar las propiedades antimicrobianas,

encontradas en los péptidos de los cuales derivé el disefio de estas secuencias.
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Para la sintesis de cada secuencia se usaron aproximadamente 300 mg de resina Fmoc-
Rink Amida (resina funcionalizada con grupos amino) con sustitucion 0,73 mmol/g, en
contacto con 4 mL de N,N’-dimetilformamida (DMF) durante dos horas. Esto provoca el
hinchamiento de la resina, dejando expuestos los grupos amino de la misma. Estos grupos
amino estan enlazados al grupo 9-fluorenilmetoxicarboxilo (Fmoc), asi que posteriormente
se debe hacer la remocién de dichos grupos mediante dos lavados de 15 minutos con 4-
metil-piperidina al 25% en DMF.

Tabla 3: Estructura primaria y masa molar de los péptidos sintetizados.

Nombre Secuencia Masa molar (g/mol)
DM1.16 GLWKT-LKKLGTWAL 1614,98
DM1.14 LKTM-LKKLGTWAL 1502,91
DM1.18 KT-LKKLGTWAL 1258,56

Después de comprobar la remocion completa de los grupos protectores Fmoc mediante la
prueba de ninhidrina se procede a iniciar la reaccion entre los grupos amino libres de la
resina y los grupos carboxilo de los ultimos amino&cidos. A las reacciones de anclaje de
aminodcidos se les llama “acoples” y a las reacciones de remociéon del grupo Fmoc

“desproteccion”, como ya se dijo.

Para monitorear las reacciones de acople y de desproteccion se empled la prueba de
ninhidrina o test de Kaiser (NN), esta identifica la presencia de grupos amino primarios
desprotegidos. Cuando el grupo amino se encuentra desprotegido la prueba de Kaiser
presenta coloracion azul oscura y se considera positiva, cuando los grupos amino estan
protegidos la prueba presenta una coloracién amarilla, casi incolora y se considera

negativa.

Una vez se comprobd que se dio completamente la reaccién de acople entre el grupo
amino de la resina y el aminoacido, se prepar6 la desproteccién del grupo amino del
aminodcido; para asi poder proceder a acoplar el segundo aminoacido de la sintesis. Estos
pasos de acople y desproteccidon sucesivos se repitieron hasta obtener la secuencia
requerida. En la figura 5 se muestra un esquema del proceso de sintesis de péptidos en
fase sélida (SPPS).
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Figura 5: Esquema que describe las reacciones quimicas en la sintesis de péptidos en fase
sélida.
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Preparacion de los aminoacidos para el proceso de acople

Previamente a la reaccién de acople deben prepararse los aminoacidos mediante la
activacion del grupo carbonilo de los mismos con hidroxibenzotriazol y N,N'-
diciclohexilcarbodiimida. Para ello se disolvieron 5 excesos del aminoacido a acoplar en
DMF, con la cantidad estequiométrica de los activadores.

El medio para las reacciones de acople debe tener exceso de aminoacido para evitar al
méaximo que queden grupos aminos sin reaccionar; estos aminos libres podrian reaccionar
con el grupo carboxilo en el siguiente proceso de acople, produciendo péptidos con
delecion, es decir, secuencias en las cuales falta algin aminoacido, obteniéndose
secuencias distintas a las planeadas y reduciendo el rendimiento y la pureza de los

péptidos.
Preparacion de las reacciones de desproteccion

La desprotecciéon, es decir la liberacion del grupo protector Fmoc, se llevd a cabo
sometiendo la resina con el péptido elongado a dos lavados de 15 minutos cada uno, con
una solucién de 4-metilpiperidina al 25% en DMF, luego para evitar posibles reacciones
colaterales se removio todo el excedente de la base 4-metilpiperidina con 5 lavados
profundos con DMF, 2 lavados con IPA y dos lavados con DCM, cada lavado de minimo

un minuto.
Proceso de desanclaje del péptido a la resina

La secuencia completa de aminoacidos que conforma el péptido en proceso de sintesis se
desprendié de laresina, empleando una mezcla de desanclaje, la cual se puso a reaccionar

por dos horas con la resina-péptido.

La mezcla de desanclaje se preparé con 88% de acido trifluoro acético (TFA), 2% de
triisopropilsilano (TIS), 5% de fenol y 5% de agua desionizada. Pasadas las 2 horas de
reaccion, el sobrenadante, en el cual esta el péptido disuelto, se separ6 de la resina por
filtracién y se transfirié a un tubo falcén de 50 mL, a éste se le agregaron aproximadamente
20 mL de éter frio, lo que provocé la precipitacion del péptido, el cual fue separando del
sobrenadante por centrifugacion a 5000 rpm, durante 5 minutos. El precipitado se lavé de
nuevo con éter frio, y se llevdé a cabo el mismo procedimiento de centrifugacion, para

eliminar los residuos. Por ultimo, el precipitado se disolvié en agua, y se congel6 a -80°C
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para finalmente someterlo a liofilizacion. En la figura 6 se muestra el protocolo completo

de sintesis de péptidos en fase sélida llevado a cabo.

Figura 6: Protocolo para la sintesis de péptidos en fase sélida

Acople del siguiente aminoacido

v

Desprotejer grupo amino

Preparacion de las soluciones para la prueba de ninhidrina

Solucién A

= 5| del aminodcido acoplado
Pesar los miligramos 3 ) con piperidina al 25% en
del aminoacido a ¢ Es el ultimd Si > DMF
acoplar aminoacido de I3
ecuencia? ¢
v Retirar la piperidina y
i hacer lavados a la
Sesar}os mlhgramos Pesar los aclivadores resina con DMF, IPA
e resina necesarios DCC y HOBt . P y DCM
para Ia sintesis Y Desprotejer grupo amino
del aminoacido acoplado
¢ —»| con piperidina al 25% en
DMF Realizar prueba de
Acondicionar la Disolver el Ninhidrina
resina con DCM y arpinpécido en DMF y l
DMF por dos horas anadir los activadores Retirar la piperidina y
¢ hacer lavados a la
. resina con DMF, IPA
Desprotejer el grupo Realizar la reaccion y DCM ZHay grupos
_y{ amino de la resina »|  deacople del v mino libres
con piperidina al 25% 3 aminoacido (durante No
2 en DMF v dos horas) ;
¢ Realizar prueha de
Ninhidrina
Retirar |a piperidina y ) L : andi
hacer lavados ata Retirar Ia fase liquida Re!gr?;;:]gecpglndgde
resina con DMF, IPA Y-Naosr evarios on solucion de clivaje
y DCM Ui DMF, IPAy DCM !
=
3 v v
o
Realizar prueba de ; Realiz_ar prueba de P;edc:iggﬁ;sggeéptggo
Ninhidrina é‘ Ninhidrina etilico 2 -4°C

Centrifugar el
péptido. disolverlo en
agua vy liofilizar

Consiste en la mezcla de un volumen de una solucion de 4 g/mL de fenol grado reactivo

en etanol absoluto con 10 volumenes de una solucion de KCN en piperidina 0,20 M
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Solucién B
Se disuelven 1,25 g de ninhidrina en 25 mL de etanol absoluto.

Finalmente se mezclan 46 pL de la solucién Ay 18 uL de la solucion B, a esta solucion se
le aflade una pequefia porcion de la resina-péptido que se sometera a la prueba, luego se

ponen en un termo reactor a 100°C durante 5 minutos.

2.1.3 Caracterizacion de la estructura secundaria de péptidos
sintetizados

Para dar cuenta de la estructura secundaria de los péptidos sintetizados se someten a

andlisis de dicroismo circular, las muestras fueron procesadas en la fundacién instituto de

inmunologia (FIDIC) en un espectropolarimetro Jasco (Jasco International Co J-810)

usando una cubeta de cuarzo, con una longitud de paso 6ptico de 0,1mm.

Los péptidos son leidos a una concentracion de 5,0x10° M al 30% de trifluoroetanol (TFE)
en un rango de 190-260 nm, con una velocidad de 50 nm/min y un ancho de banda de 0,5

nm.

2.2 Estudios de Transporte

La evaluacion de la capacidad de las sustancias para transportarse a través de las
membranas tipo piel consiste en un proceso de difusiéon simple, la sustancia de estudio se
administra sobre una de las superficies de la membrana y se espera que permee a través
de esta. La membrana se dispone entre un compartimento donor y un compartimento
receptor, este Ultimo tiene una solucion liquida en la cual se va diluyendo la sustancia a

medida que atraviesa la membrana.

Para mantener al maximo las condiciones de sumidero promotoras del transporte, el
compartimento receptor tiene un volumen alto en comparacion con el compartimento
donor. La cantidad de sustancia permeada acumulada se determina a partir del andlisis de
las muestras, estas son tomadas cada hora después de la primera hora transcurrida desde

gue se dispone la sustancia de estudio en la camara donora.

Para el analisis de los datos es muy importante conocer exactamente le area de transporte

y el volumen del compartimento receptor pues a partir de la determinaciéon de la
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concentracion se calcula la masa acumulada que se transporta por unidad de area, por lo
tanto, es necesario reponer el volumen de cada una de las muestras tomadas y hacer las

correcciones de masa que se pierden con las muestras

En este trabajo se disefiaron las celdas de difusién de Franz para llevar a cabo los estudios
de transporte [79], y se utilizaron membranas sintéticas tipo piel Strat-M® de millipore. Con
estas membranas se obtienen datos mas reproducibles que con las membranas animales,
y aunque no se pueden simular a cabalidad todos los fendmenos que se dan entre la
membrana biol6gica (piel humana o animal) y la sustancia permeante, si se logra
representar bastante bien la tendencia del fendmeno difusivo, como lo prueban algunos
estudios [28, 79, 86, 87]. Ademas, el uso de membranas sintéticas en celdas de difusiéon
de Franz puede verse como una alternativa a la piel humana o animal, cuando se evalla
la difusiébn de sustancias quimicas para el desarrollo de sistemas de administracion

transdermal, lo que reduce el costo y el tiempo de las investigaciones [87].

Materiales y métodos
Materiales

Las celdas de difusion tipo Franz se mandaron a construir de manera artesanal; como se
dijo antes, estas celdas constan de un compartimento donor donde se dispone la sustancia
de estudio y compartimento receptor o aceptor, hacia el cual permea la sustancia; el
compartimento aceptor posee un brazo lateral por el cual se toma la muestra y una
chaqueta térmica que permite el control de la temperatura, (ver la fotografia 1). El volumen
del compartimento receptor y el area de difusion del compartimento donor, fueron

determinados experimentalmente y se muestran en la tabla 4.
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Fotografia 1: Celda de Franz

Tabla 4: Parametros de disefio de las celdas de difusién de Franz

Celda  Diametro(cm) Area (cm?) Volumen receptor (mL)

+0,001 cm + 0,002 cm? +0,02 mL
1 1,265 1,256 16,42
2 1,170 1,075 17,26
3 1,210 1,150 15,80
4 1,170 1,075 16,12
5 1,200 1,131 16,60
6 1,220 1,169 16,28

El montaje para el estudio del transporte consta de 6 celdas, las cuales se conectaron en
serie a un bafo termostatico Cole-Parmer StableTemp modelo WB10, de 120 V, con un
rango de estabilidad en la temperatura de = 0,1°C. Para la recirculacién del agua se conté

con una bomba Evans de 12 W de potencia, con flujo maximo de 10 litros por minuto.

En medio del compartimento donor y receptor de las celdas se ubicaron las membranas
Strat-M® de EMD Millipore, referencia SKBM02560. Para evitar los gradientes de
concentraciéon en el compartimento receptor, la agitaciéon de las celdas se hizo mediante

agitadores magnéticos, marca Corning y modelo PC-420D.

Para la preparacion de la solucion de estudio se contd con una balanza analitica Acculab

marca Sartorius con una precision de 0,1 mg y balones volumétricos tipo A. Finalmente el
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andlisis de las muestras tomadas del compartimento receptor se hizo por HPLC-PR en un
equipo Agilent 1200 de inyeccién manual, con bomba cuaternaria, detector ultravioleta-
visible (UV-VIS) y columna analitica, Zorbax Eclipse RP -18 XDBC18.

Reactivos

Los solventes y reactivos usados en el analisis cromatogréafico fueron: Acetonitrilo
(LiChrosolv® Reag. Ph Eur) y Metanol (LiChrosolv® Reag. Ph Eur) ambos de marca Merck.

Las sustancias evaluadas en estudio fueron los péptidos derivados de la Dermaseptina,
DM1.14: LKTMLKKLGTWAL, DM1.16: GLWKTLKKLGTWAL y DM1.18: KTLKKLGTWAL,
y como sustancia de control utilizamos cafeina Merck (EMPROVE® ESSENTIAL Ph
Eur,BP,USP)

Los estudios se realizaron usando como medio solucion amortiguadora de fosfato 0,01M,

de pH 7,4, marca SIGMA P-5368, (isotdnico con la sangre humana).

2.2.1 Protocolo de los experimentos de transporte

Preparacion y acondicionamiento de las celdas de difusion

Para el acondicionamiento del conjunto de celdas de Franz los compartimentos aceptores
se llenan con solucion amortiguadora de fosfato 0,01 M de pH 7,4. Para cada celda la
membrana se ubica entre los dos empaques de silicona (ver la fotografia 2), se coloca
sobre la boca del compartimento aceptor y luego se ajusta el compartimento donor,

sujetando todas las piezas con una pinza, (ver la fotografia 1).

El conjunto de celdas se conecta en serie a un sistema de mangueras y al bafio
termostatico que contiene agua a 37°C, el reflujo fue asistido por una bomba con flujo de

aproximadamente 5 L por minuto.

Finalmente se eliminan las posibles burbujas de aire entre la solucién del compartimento
aceptor y la membrana y se espera que la temperatura de las soluciones receptoras

alcance los 37 °C.
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Fotografia 2: Empaques de silicona, pinzas y compartimento aceptor y receptor de una
celda de Franz.

Una vez se estabiliza la temperatura de la solucién receptora, se procede a verter 1 mL de
la solucién que contiene la sustancia de estudio en el compartimento donor, el cual se

cubre con papel parafinado para evitar la evaporacién del solvente.

Preparacion de las soluciones

La concentracion de las sustancias de estudio en el compartimento donor estuvo entre
0,046M y 0,065M, para lo cual se pesaron entre 80 y 100 miligramos correspondientes de
la sustancia de estudio y se llevaron a un matraz aforado tipo A de 10 mL, luego se

completo el volumen correspondiente con solucién amortiguadora de fosfato 0,01M.

Las diluciones que fueron necesarias en la construccion de las curvas de calibracion se
hicieron tomando alicuotas con transferpipetas de 1 mL o 2 mL (segun necesidad), y se
llevaron a matraces aforados de 5 mL. De la misma manera se complet6 el volumen con

solucion amortiguadora de fosfato 0,01M.
Inicio de los experimentos

Los experimentos comienzan con la adicion de la sustancia de estudio en el compartimento
donor y se siguieron durante 24 horas. Las muestras consistieron en alicuotas de 200 pL,

las cuales se tomaron del compartimento aceptor aproximadamente cada hora, estas se
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recolectaron en tubos eppendorf de 0,5 mL para su posterior analisis por HPLC. El volumen
tomado se repuso inmediatamente con solucién amortiguadora de fosfato. En la figura 7
se puede ver el protocolo general seguido en el desarrollo de los estudios de transporte.

Figura 7: Protocolo experimental de los estudios de transporte
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2.3 Determinaciéon analitica de la concentracion de las
muestras por HPLC-RP

La cromatografia liquida de alta eficiencia, (HPLC, high performance liquid
chromatography) es una técnica cromatografica que se basa en la interaccion de la
muestra con una fase estacionaria empacada en una columna y una fase movil, la cual con
ayuda de una bomba se hace pasar a través de la columna a altas presiones. La
cromatografia liquida en fase reversa (HPLC-RP) se refiere a aquella donde la fase
estacionaria tiene naturaleza apolar y la fase movil es moderadamente polar, y se
diferencia de la cromatografia en fase normal en qué en ésta la fase estacionaria se trata

de una sustancia polar y la fase mévil es apolar [111].

Para el andlisis de una muestra por HPLC-RP es necesario el desarrollo de un método
cromatografico, que consiste en la determinacion de las variables de operacion del equipo
y la composicion de la fase moévil, que permitan la mejor relacion en la interaccion de la

muestra con la fase moévil y con la fase estacionaria.

En este estudio el desarrollo del método de analisis cromatogréfico se hizo previamente
para cada una de las sustancias de interés, asi como la construccion de las curvas de
calibracion que permitieron hacer las correlaciones entre las respuestas del equipo y la
concentracion de cada una de las sustancias de estudio. El flujo fue de 1 mL por minuto
para todos los métodos y las fases maviles tuvieron cantidades variables de agua y

acetonitrilo con 0,01% de acido trifluoroacético.

Elaboraciéon de las curvas de Calibraciéon

La construccién de las curvas de calibracién se inicié con la preparacién de una solucion
concentrada de la sustancia de interés, y a partir de esta se hicieron las diluciones
correspondientes en el rango de concentraciones en que se encuentran las muestras. Para
cada punto de concentracion de la curva se hicieron tres soluciones y producto del andlisis
de las mismas en el equipo de cromatografia se obtuvieron tres areas. El promedio de
estas areas correspondié a un punto en la curva. Finalmente se hall6 la correlacion lineal
entre el area de la sefial y la concentracion, que luego se us6 para hallar las

concentraciones en las muestras de los experimentos de transporte.
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Otros detalles de los métodos cromatogréaficos se encuentran en la Tabla 5, y el diagrama
de flujo del proceso de construccion de las curvas de calibracion puede verse en la figura
8.

Tabla 5: Condiciones de operacion para el andlisis por HPLC-RP de las sustancias de
trabajadas

Volumen de inyeccidn 20 yL

Flujo 1 mL/min

Longitud de Onda de trabajo del 275nm

detector UV/IVIS

Fase movil para Cafeina Isocratico 30% ACN,70% H»0
Fase mévil para DM1.14 Isocratico 30% ACN,70% H.0
Fase movil para DM1.16 Isocratico 48% ACN,52% H.O
Fase movil para DM1.18 Isocratico 50% ACN,50% H.0

Uso de lacurva de calibraciéon

Para la determinacién de la concentracién de las muestras se inyectd en el equipo de
HPLC una alicuota de 20uL de cada una. Todas las muestras se inyectaron tres veces y
el promedio de las areas adquiridas se analiz6 con la ecuacion de la regresion lineal,
obtenida de la curva de calibracion (ver la figura 9), en la seccion 3.2 se expondra en detalle

el procedimiento.
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Figura 8: Protocolo para la construccion de las curvas de calibracion.
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Figura 9: Determinacion de la concentracion de una muestra mediante el uso de la curva
de calibracion.
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3.Tratamiento Estadistico de datos

El objetivo principal de este capitulo es establecer unos criterios estadisticos minimos que
permitan determinar la validez, confianza y coherencia de los datos experimentales

obtenidos, segun los diferentes procedimientos descritos en el capitulo anterior.

Las areas de los picos cromatograficos que corresponden a los datos crudos se analizaron
de manera que dieran cuenta de la cantidad de sustancia que atraviesa la membrana a
cada instante durante los experimentos de transporte. Ademas, se hizo un andlisis de las
incertidumbres de todas las medidas, siempre considerando el maximo error experimental
posible. Finalmente, se determind la distribucién de los datos, para precisar el intervalo
donde se encuentran éstos con confianza estadistica y, por ultimo, se establecié si hay

diferencias significativas entre el transporte de las distintas sustancias.

3.1 Curva de calibraciéon parala determinacion de la
concentracion de cada sustancia por HPLC-RP

Para cuantificar la cantidad de sustancia presente en las muestras mediante HPLC-RP se
construyeron curvas de calibracion de cada una de las sustancias de estudio. La inyeccién
de la muestra en el equipo para su andlisis arroja una sefal, (en miliunidades de
absorbancia) , que esta relacionada linealmente con la concentracion del soluto, de

acuerdo a la ley de Lambert-Beer [112].

En el intervalo de las concentraciones de trabajo, los puntos de la curva se ajustan a una

linea recta, ver ecuacion (13):



62 Estudio del Trasporte de Péptidos a Través de Membranas con Permeabilidad Selectiva

Donde cada uno de los términos de la ecuacion significa lo siguiente:

¢j,esla concentracion de la sustancia de estudio.

Aj , es la respuesta observada en el instrumento en mAU.
By, representa la respuesta a concentracion cero de la sustancia de estudio.

B;, es la pendiente de la recta, representa la sensibilidad del método cromatografico a los

cambios en concentracion.

La concentracion de cualquier muestra c, se calcula por interpolacién en la curva y la

ecuacion 13, de la siguiente forma:

(An - BO)
Cp = — B

3.2 Criterio estadistico para el uso de la curva de
calibracion

La concentracién hallada a partir de la curva de calibracion tiene una incertidumbre

asociada que proviene de la regresion lineal y de la manera en que esta se obtuvo.

Las principales fuentes de error de la concentracion estimada a partir de la curva de
calibracion, por regresion de minimos cuadrados son: los errores en las concentraciones
de las soluciones de referencia, la suposicién de linealidad de la curva y las variaciones
aleatorias en las respuestas del equipo (4,), las cuales hacen el mayor aporte al valor de
la incertidumbre, por lo tanto, las demas fuentes de incertidumbre pueden considerarse

despreciables [112].

Por lo anterior, el criterio estadistico que propone la organizacién Eurochem [112], y que
se implementa en éste trabajo, refleja Unicamente la incertidumbre debida a la variacion
aleatoria de la respuesta del equipo (4,,) y no toma en cuenta la incertidumbre de las
soluciones de referencia, ni la incertidumbre de las diluciones sucesivas en la construccion
de la curva de calibracién. Entonces se estimé la incertidumbre asociada a la curva con la

siguiente ecuacion [112]:
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(¢, — ©)2 (14)

SX X

donde

Uc,, es la incertidumbre de la concentracion obtenida a partir de la curva de calibracién.
B;, es la pendiente estimada.

p, €s el nimero de réplicas de la muestra en estudio.

n, €s el nimero de puntos en la curva de calibracién multiplicado por el nUmero de réplicas
de cada punto.

cn, €S la concentracion calculada con la ecuacion de calibracion a partir de la sefial A4,
leida en el equipo de cromatografia.

¢ , es el promedio del intervalo de concentraciones con las que se construyo la curva de
calibracion.

S, es la desviacion estandar del calculo de regresion lineal y se calcula con la ecuacion 15.

24 = (Bo + By + )] (15)
n-—2

y, por altimo, S,, es la suma de cuadrados de los residuales de las concentraciones

obtenidas.

n

Sxx = Z(Cj - E)Z (16)

Jj=1

Es importante hacer notar que este método contiene las desviaciones estandar de los
residuales S,, , en vez de la incertidumbre estandar de la respuesta (4,) derivada de las
observaciones repetidas [113], por lo tanto involucra la poblacién completa de datos,
ademas el término (c,, — ¢)? asegura que las muestras con concentraciones cercanas a

los extremos de la curva tengan la incertidumbre maxima.
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3.2.1 Ejemplo: Construccion de la curva de calibracién para el

péptido DM1.14 e implementacion del criterio estadistico.
La curva de calibraciéon del péptido DM1.14 tiene 6 puntos, determinados asi: para cada
concentracion se prepararon tres soluciones, las respuestas de las lecturas en el equipo
de cromatografia de las tres soluciones por nivel de concentracion se promediaron. En la
tabla nimero 6 se muestran los datos experimentales tomados para la construccion de la
curva. Las condiciones bajo las cuales se prepararon las soluciones y diluciones vy el
método cromatogréafico implementado se pueden consultar en el capitulo 2.

Tabla 6: Sefiales de respuesta de cada una de las soluciones de referencia del péptido
DM 1.14 y las concentraciones estimadas a partir de la regresion lineal.

Analitica Estimada por regresion Area (mAU)
Concentracion (mg/mL) Concentracion Incertidumbre  solucion  solucion 2 solucioén 3
x (10%) (mg/mL) *(mg/mL) 1
x (103) x (10%)

560 552 8 1255 1276 1250

462 479 8 1096 1101 1085

308 308 8 644 695 691

91 90 8 204 210 217

42 48 8 114 114 114

21 20 10 55 44 49

La ecuacion de la regresion lineal correspondiente a los datos de la tabla 6 con R? = 0,9983
es:

Ay, = 2274,6 * ¢, + 4,4287

Asi, por ejemplo, para la muestra cuya lectura en el equipo arrojo un valor promedio para

las tres sefiales de An = 301,7 mAU, se le puede calcular la concentracién asi (ver
ecuacion 13):

_ (301,7 — 4,4287)

“n 2274.6

= 0,131mg/mL
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La incertidumbre se obtiene a partir del reemplazo de los datos en la ecuacion 14:

Ucor3z1 =

12,24 (1 1 (0,131 —0,25)2
-+ — = 0,003 mg/mL

22746, 3 * 18 * 0,33

En la gréfica 1 se muestra la concentracion de las soluciones de referencia y las
concentraciones experimentales halladas con la regresion lineal, las barras de error
corresponden a las incertidumbres, estimadas aplicando el criterio estadistico para el uso
de la curva de calibracion.

Gréfica 1: Concentracion de las soluciones de referencia y las halladas por regresion lineal
para la curva de calibracion del péptido DM1.14.
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3.3 Calculo del limite de deteccion y el limite de
cuantificacion de las sustancias de estudio.

Debido a que durante las primeras horas de experimentacion la cantidad de la sustancia
de estudio en las muestras puede ser muy baja, y a que la variabilidad en la sefal de
respuesta del equipo es mas sensible a bajas concentraciones, fue necesario la
determinacion de un limite de cuantificacién. También se estimaron los limites de deteccién
de todas las sustancias, que, aunque no dan cuenta de lo que se puede cuantificar,

permiten saber si la sustancia esta o no presente en la muestra.

Para determinar el limite de deteccion (LOD) o limite de cuantificacion (LOQ), la IUPAC
[114], recomienda el calculo a partir de la desviacion estandar del blanco y la pendiente de

la recta de calibracion de la sustancia, de la siguiente manera:

_ k *SB
B; *\Vn 17)

donde:
C,, es la concentracion de la sustancia en el limite de deteccién o cuantificacion.

k , es una constante que usualmente es igual a 3, para el limite de deteccién, e igual a 10

para el limite de cuantificacion.

Sy , es la desviacidn estandar correspondiente a la sefial del blanco.
B; , es la pendiente de la curva de calibracion.

n , corresponde a las réplicas de cada medicion.

La mayoria de los métodos para el calculo del limite de cuantificacion usan la sefial del
blanco (el blanco en HPLC es el ruido de la sefial), y la desviacién estandar del mismo.
Calcular la sefial media del blanco en HPLC es dificil e impreciso, por lo tanto se
implementd otro método de analisis, que se basa en los mismos principios; el método
basado en la extrapolacién de la recta de calibracién a concentracién cero, el cual consiste
en usar la pendiente de la recta obtenida mediante regresion por minimos cuadrados y el

valor del blanco por extrapolacién de dicha recta [115].
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El método consiste en la construccion de dos curvas, una de ellas es la correspondiente
0 analoga a la curva de calibracién, pero a concentraciones cercanas a lo que se esperaba
gue fueran los limites de deteccion y cuantificacion y, como ya se habia mencionado,
extrapolando esta curva a concentracion cero se obtuvo el termino B, que representa el

equivalente a la sefial ruido o blanco, (Ver ecuacion 13)

Se calcula la desviacion estandar de la sefial proporcionada por el ruido, construyendo una
segunda curva, a partir de una gréafica de las concentraciones en el eje de las abscisas y
las desviaciones estandar de las respuestas en el eje de las ordenadas. Asi, la ordenada
en el origen de esta recta es considerada la desviacion estandar de la sefial del blanco,

(Ver la ecuacion 18)

Sa; = ¢j * By + Bs (18)

donde,

Sa; representa la desviacion estandar de las respuestas.

B; , es la desviacidn estandar de la sefial del blanco.
B, , es la pendiente de la recta.
¢j , s cada una de las concentraciones de la curva.

De esta forma, a partir de las ecuaciones de las rectas es posible calcular los limites

tedricos de deteccidn y cuantificacion con las siguientes ecuaciones (19) y (20):

o _Bot (105
By xVn (19)

_ By +(3+*By)

= (20)
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3.3.1 Ejemplo de estimacién del limite de deteccion vy
cuantificacion para el péptido DM1.14
A continuacién, se muestra a modo de ejemplo, la forma en qué se estimaron los limites

de deteccion y de cuantificacion para el péptido DM1.14.

Partiendo de un analisis cualitativo previo se escogieron las concentraciones de trabajo,
en el intervalo donde se esperaba estuviera el limite de deteccion; las soluciones para el
andlisis se hicieron preparando una solucion concentrada y haciendo diluciones sucesivas
de la misma. Se emplearon cuatro niveles de concentracion, con tres réplicas en cada nivel

y se analizaron por HPLC-RP. Los datos pueden verse en la tabla 7:

Tabla 7: Sefales de respuesta de cada una de las soluciones de referencia para la
estimacion del limite de deteccion del péptido DM1.14.

Concentracion Senal en el equipo: area en mAU S
g’(“?i“(’)';)) Solucién 1 Solucion2  Solucion3  Promedio

77 14 13 14 14 0

153 28 29 28 28 0

306 58 53 56 56 2

1225 214 217 220 217 3

Para el péptido DM1.14 se obtuvieron las siguientes ecuaciones a partir de la aplicacion

del método:

Aj =1767 *cy + 11,0128

Sa; = 21,474 % ¢o + 0,6507
Por lo tanto, se establece que:

La desviacion estandar de la sefial del blanco es B; = 0,6507.
La pendiente de la recta por regresion lineal es B; = 1767.

La sefial ruido o blanco es B, = 1,0128.
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De esta manera se hace el calculo de los limites de deteccién y cuantificacion para esta
sustancia bajo las condiciones experimentales, asi:

1,0128 + (10 * 0,6507)
LC =
1767 /3

= 0,00246mg /mL

11,0128 + (3 % 0,6507)
B 1767 * /3

= 0,00097mg/mL

En latabla nimero 8 se muestran los limites de deteccion y cuantificacion de las sustancias

analizadas en este estudio.

Tabla 8: Limites de deteccidn y cuantificacion, en mg/mL, para el andlisis por HPLC-RP
de las sustancias estudiadas.

Sustancia  LC x (103)mg/ LD x (103)mg/

mL mL
Cafeina 0,56 0,48
DM1.14 2,46 0,97
DM1.16 9,61 6,76
DM1.18 6,57 4,78

3.4 Calculo de las cantidades acumuladas asociadas al
transporte de la sustancia a través de la membrana

En esta seccion presentamos las ecuaciones para el calculo de la cantidad de sustancia
transportada y acumulada en el compartimento aceptor, ademas de la incertidumbre de
estas cantidades. De la concentracion en mg/mL (hallada a partir de la regresién lineal),
se calcula la masa en miligramos y por ultimo se estima la cantidad transportada por unidad
de area. Con esta se hace la estimaciéon de los pardmetros difusivos que caracterizan el

transporte de cada una de las sustancias de esta investigacion.
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3.4.1 Ecuaciones para el calculo de la masa acumulada en el
compartimento receptor

Para el célculo de la masa, en miligramos, de las sustancias que atravesaron la membrana

a determinado tiempo se tuvo en cuenta el volumen del compartimento receptor, donde se

llevd a cabo cada experimento y la correccion debida a la pérdida de material por las

muestras tomadas.

Los miligramos acumulados en determinado momento del experimento se calcularon de la
siguiente manera:

n-1

Pacum = Cn * Vreceptor + V] * 9] (19)

J

Donde:

Pacum » SON los miligramos acumulados que han atravesado la membrana al momento de

la toma de la muestra.

C, , es la concentracion calculada en el compartimento receptor al momento de la toma

de la muestra.

Vreceptor » €S €l volumen del compartimento receptor de la celda donde se lleva a cabo el

estudio.

V; , es el volumen de muestra tomado del compartimento receptor.

¢j , es cada una de las concentraciones en el compartimento receptor, de las diferentes
muestras tomadas anteriormente a la muestra problema.

Por lo tanto, como se muestra en la segunda parte de la ecuacién (19), los miligramos que
se pierden con cada muestra tomada se pueden estimar con la concentracion que tiene la
solucién en el momento en que se toma cada muestra, multiplicado por el volumen de la

alicuota.

Por ejemplo, el célculo de la masa acumulada en la hora 24 de una de las réplicas en el

estudio del péptido DM1.14, es 2,583 mg (ver la tabla 9), y corresponde al producto de la
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concentracion por el volumen del compartimento receptor de la celda donde se llevé a cabo

el experimento, mas todas las pérdidas de material correspondientes a las 19 muestras

gue se tomaron antes tal como se describe en la ecuacién 19.

Tabla 9: Concentracion y masa acumulada en miligramos, réplica 12 del péptido DM1.14

3.4.2 Estimacion de laincertidumbre de la cantidad de masa

Muestra Tiempo

Cj (mg/ml‘) PAcum (mg)

(h)
1 4 0,004 0,076
2 5 0,011 0,192
3 6 0,031 0,538
4 7 0,040 0,701
5 8 0,036 0,631
6 9 0,056 0,986
7 1 0,072 1,281
8 12 0,086 1,539
9 13 0,094 1,688
10 14 0,099 1,800
11 15 0,106 1,938
12 16 0,112 2,061
13 17 0,115 2,130
14 18 0,130 2,409
15 19 0,124 2,334
16 20 0,132 2,499
17 21 0,132 2,521
18 22 0,134 2,583
19 23 0,131 2,560
20 24 0,131 2,583

Co=7,5mg/mL, volumen de la celda = 17,254 + 0,002 mL.

transportada

La incertidumbre de la medida de la masa acumulada se calcul6 de la siguiente manera,

ver ecuacioén (20):

donde:

) n—-1 2
Uppeum = (Upcn) + Z (Upci)
Jj

(20)
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U

v €S la incertidumbre asociada al célculo de la masa de la muestra problema en

determinado momento del experimento, a partir de la concentracién y el volumen del

compartimento receptor.

U

pc;» €S la incertidumbre asociada al calculo de la masa de cada una de las alicuotas

tomadas anteriormente a la muestra problema.

Por lo tanto, la ecuacioén de la incertidumbre es, ver ecuacion (21):

2
2 n-1 2

2 2
Upacum = [|Pcn <%) + (M) + z pe; <&> n (UV alicuota)
En Vrecep I G Vaticuota (21)

donde,

Pcn, €S la masa calculada para la muestra a partir de la concentracién y el volumen del

compartimento receptor.

U.n, €s la incertidumbre de la concentracion debida a la regresion lineal para la muestra

problema.

C, , es la concentracion calculada en el compartimento receptor al momento de la toma de

la muestra.

Uyrecep, €S la incertidumbre del compartimento receptor en el cual se llevo acabo el

experimento.
Viecep: €S €l volumen del compartimento receptor.
Pcj, €s la masa de soluto en cada una de las muestras tomadas.

U.;, es laincertidumbre de cada una de las concentraciones en el compartimento receptor,

de las muestras tomadas anteriormente a la muestra problema.

cj, es cada una de las concentraciones en el compartimento receptor estimada a partir de

la regresion lineal, de las muestras tomadas anteriormente a la muestra problema.
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Vaticuota, €S €l volumen de muestra tomado del compartimento receptor.

Uy awiicuota, €S la incertidumbre del equipo volumétrico con el que se tomaron las muestras.

3.4.3 Célculo del porcentaje de sustancia que se transporté a
través de la membrana e incertidumbre

El célculo del porcentaje de sustancia transportada, en relacion a la cantidad puesta al

inicio del experimento en el compartimento donor se hizo con la siguiente ecuacion (22),

p acum
%(p/p)transpo‘r'tado = (—) i 100

Pdonor (22)

De tal modo, la incertidumbre de la medida del porcentaje de sustancia

transportado sera:

U, Sy 2
donor p acum
Uo = % p + (23)
Y%p -~ transportado
7 transportado P p Pdonor

pacum

donde,
Paonor» €S la masa de soluto que contiene la solucion en el compartimento donor al inicio

del experimento, las cuales se calculan a partir de la concentracion de la solucién madre y

de la alicuota tomada de esta para el estudio,
Pdonor = Cdonor * Valicuota (24)

Por lo tanto, la incertidumbre de la masa en el compartimento donor viene dada por la

ecuacion, ver ecuacion (25),

2

Ucdonor 2 UV alicuota
Updonor = Pdonor \/( ) + ( ) (25)

Cdonor Valicuota

donde, Uc,,.., tiene la siguiente expresion:
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2

2
U —C Umg pesados UV disolucion (26)
Cdonor — “donor +

mgpesados Vdisolucic’)n

En la tabla nimero 10 se muestran los datos usados para el calculo del %E y de la

incertidumbre de la réplica 12 del estudio del péptido DM1.14.

Tabla 10: Medidas del porcentaje acumulado y su incertidumbre en la réplica 12 del estudio
del transporte del péptido DM1.14.

tiempo (h) Pacum Upacum %p U%p
(mg) (mg) P P

4 0,03 0,08 0,387 1,132
5 0,08 0,08 1,096 1,127
6 0,19 0,08 2,744 1,116
7 0,54 0,08 7,684 1,086
8 0,7 0,07 10,026 1,073
9 0,63 0,07 9,024 1,08
11 0,986 0,07 14,088 1,054
12 1,28 0,07 18,31 1,036
13 1,54 0,07 21,983 1,023
14 1,69 0,07 24,126 1,018
15 1,8 0,07 25,716 1,014
16 1,94 0,07 27,69 1,011
17 2,06 0,07 29,445 1,008
18 2,13 0,07 30,426 1,007
19 2,41 0,07 34,416 1,002
20 2,33 0,07 33,345 1,005
21 2,5 0,07 35,703 1,004
22 2,52 0,07 36,015 1,005
23 2,58 0,07 36,911 1,005
24 2,58 0,07 36,909 1,008

Co=7,0 mg/mL, volumen de la alicuota aplicada fue 1,000 mL + 0,001 mL.
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3.4.4 Célculo de la cantidad de sustancia transportada por
unidad de area (Q) e incertidumbre

El area de transporte de los compartimentos donores de cada una de las celdas se
determiné a partir de la medicién del didmetro del compartimento con un pie de rey, con

una precision de 0,01 mm, ver en la tabla 4.

El calculo de la cantidad de soluto transportado por unidad de area Q (mg/cm?), se hizo a
partir de la masa transportada en determinado momento (pgcum), dividido por el area
efectiva de la membrana en centimetros. La incertidumbre de la medida se hizo de manera
analoga a como se hizo para las deméas medidas, donde se involucraron operaciones. Ver

las ecuaciones (25) y (26) y la tabla 11,

Q — P acum (25)
Adonor
UP acum\” | (Ua donor”
UQ — Q ( acum) +( A onor) (26)
Pacum Adonor

Donde Uy gonor Y Adonor COrresponden a la incertidumbre de la medida de area y el area

de transporte del compartimento donor, respectivamente.

Tabla 11: Medidas de Q (mg/cm?) y su incertidumbre para la réplica 12 del estudio del
péptido DM.1.14

Tiempo (h) Pacum(mg) UPqcum(mg) Q(mg UQ(mg

/ecm?) /ecm?)
2 0,22 0,06 0,03 0,06
4 0,50 0,05 0,07 0,06
5 0,67 0,05 0,18 0,07
6 0,88 0,05 0,52 0,07
7 1,11 0,05 0,67 0,07
8 1,40 0,05 0,61 0,07
9 1,60 0,05 0,95 0,07
11 1,64 0,05 1,23 0,07
12 1,88 0,05 1,48 0,07
13 1,77 0,05 1,63 0,08
14 1,73 0,05 1,73 0,08
15 1,94 0,05 1,87 0,08
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16 2,08 0,05 1,98 0,08
17 2,35 0,06 2,05 0,08
18 2,39 0,06 2,32 0,08
19 2,57 0,06 2,25 0,08
20 2,62 0,06 2,41 0,08
21 2,76 0,06 2,43 0,08
22 2,83 0,06 2,48 0,08
23 2,83 0,06 2,46 0,08
24 2,88 0,06 2,48 0,08

3.5 Analisis de la consistencia estadistica de las réplicas
durante el proceso de muestreo

Antes de proceder con el andlisis fisicoquimico de los datos experimentales es necesario
evaluar si la distribucién de estos es adecuada en términos estadisticos, es decir, evaluar
la fiabilidad y consistencia de los mismos. Los resultados que presentaremos a
continuacion se obtuvieron con el software estadistico R-project v3.4.2 [116], con los
siguientes paquetes de analisis: para leer archivos de Excel se usé xIsx, para visualizar los
datos y los modelos graficos se usaron ggplot2 [117, 118], y lattice [119, 120], para
modelos aditivos y estimacion de curvas se us6 mmgcv [121], y para manejo de bases de

datos se utilizaron dplyr, purr y magrittr [122].

En total se recopilaron 1942 datos a partir del estudio de difusién de 4 compuestos; cafeina
como sustancia de control y los tres péptidos sintetizados en este estudio; DM1.14, DM1.16
y DM1.18. En la tabla nimero 12 se muestran el nimero de experimentos realizados para

cada sustancia de estudio y las horas de toma de muestras.

Tabla 12: Especificacion de la obtencién de la poblacién de datos

Compuesto tiempos en qué se tomaron las muestras Repeticiones
DM1.14 2-24 h 15
DM1.16 7-24h 12
DM1.18 2-8h, 10,12,14,17,20,23,24,27,29,30,43 10
Cafeina 2-24 h 10

Las muestras tomadas, analizadas mediante HPLC-RP, dan como dato crudo el area de

un cromatograma respecto al tiempo, estos datos permitieron el célculo de
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concentraciones en el compartimento receptor correspondiente a cada tiempo de toma de
muestra, y el célculo de la masa acumulada respecto al area de transporte, que se hizo
siguiendo el procedimiento explicado en la seccion 3.

3.5.1 Distribucién de los datos

A partir de los datos de concentracion y masa se hizo la prueba de normalidad de Shapiro-
Wilks [123], para comprobar si los datos se distribuyen con criterio de normalidad, y asi
entonces proceder calcular las tendencias en la media con sus respectivos intervalos de

confianza.

En la tabla 13 se muestran los resultados de la prueba de normalidad a cada compuesto
en determinado momento del experimento, en todas las réplicas y en las distintas formas

de expresar la cantidad de sustancia transportada.

Tabla 13: Resultados de la prueba de normalidad de Shapiro Wilks.

Tiempo | Compuesto | mg/mL | p,cum % p Q

2 Cafeina FALSE FALSE | TRUE | FALSE
3 Cafeina TRUE TRUE TRUE | TRUE

4 Cafeina FALSE FALSE | FALSE | FALSE
5 Cafeina FALSE FALSE | FALSE | FALSE
6 Cafeina TRUE TRUE TRUE | TRUE

7 Cafeina TRUE TRUE TRUE | TRUE

8 Cafeina TRUE TRUE TRUE | TRUE

9 Cafeina TRUE TRUE TRUE | TRUE

10 Cafeina TRUE TRUE TRUE | TRUE

11 Cafeina TRUE TRUE TRUE | TRUE

12 Cafeina TRUE TRUE TRUE | TRUE

13 Cafeina TRUE TRUE TRUE | TRUE

14 Cafeina TRUE TRUE TRUE | TRUE

15 Cafeina TRUE TRUE TRUE | TRUE

16 Cafeina TRUE TRUE TRUE | TRUE

17 Cafeina TRUE TRUE TRUE | TRUE

18 Cafeina TRUE TRUE TRUE | TRUE

19 Cafeina TRUE TRUE TRUE | TRUE

20 Cafeina TRUE TRUE TRUE | TRUE

21 Cafeina FALSE TRUE TRUE | TRUE

22 Cafeina FALSE TRUE TRUE | TRUE

23 Cafeina FALSE FALSE | TRUE | TRUE

24 Cafeina FALSE FALSE | TRUE | TRUE
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Tiempo | Compuesto | mg/mL | pacum | o p Q
2 DM1.14 TRUE TRUE FALSE | TRUE
3 DM1.14 TRUE TRUE TRUE | TRUE
4 DM1.14 FALSE FALSE | FALSE | FALSE
5 DM1.14 FALSE FALSE | FALSE | TRUE
6 DM1.14 TRUE TRUE FALSE | TRUE
7 DM1.14 TRUE TRUE TRUE | TRUE
8 DM1.14 FALSE FALSE | FALSE | FALSE
9 DM1.14 TRUE TRUE FALSE | TRUE
10 DM1.14 FALSE FALSE | FALSE | FALSE
1 DM1.14 TRUE TRUE FALSE | TRUE
12 DM1.14 TRUE TRUE TRUE | TRUE
13 DM1.14 TRUE TRUE TRUE | TRUE
14 DM1.14 TRUE TRUE TRUE | TRUE
15 DM1.14 TRUE TRUE FALSE | TRUE
16 DM1.14 TRUE TRUE TRUE | TRUE
17 DM1.14 TRUE TRUE TRUE | TRUE
18 DM1.14 TRUE TRUE FALSE | TRUE
19 DM1.14 TRUE TRUE TRUE | TRUE
20 DM1.14 TRUE TRUE TRUE | TRUE
21 DM1.14 TRUE TRUE TRUE | TRUE
2 DM1.14 TRUE TRUE TRUE | TRUE
23 DM1.14 TRUE TRUE TRUE | TRUE
24 DM1.14 TRUE TRUE TRUE | TRUE
6 DM1.16 TRUE TRUE TRUE | TRUE
7 DM1.16 TRUE TRUE TRUE | TRUE
DM1.16 TRUE TRUE TRUE | TRUE
DM1.16 TRUE TRUE TRUE | TRUE
10 DM1.16 TRUE TRUE TRUE | TRUE
11 DM1.16 TRUE TRUE TRUE | TRUE
12 DM1.16 TRUE TRUE TRUE | TRUE
13 DM1.16 TRUE TRUE TRUE | TRUE
14 DM1.16 TRUE TRUE TRUE | TRUE
15 DM1.16 TRUE TRUE TRUE | TRUE
16 DM1.16 TRUE TRUE TRUE | TRUE
17 DM1.16 TRUE TRUE TRUE | TRUE
18 DM1.16 TRUE TRUE TRUE | TRUE
19 DM1.16 TRUE TRUE TRUE | TRUE
20 DM1.16 TRUE TRUE TRUE | TRUE
21 DM1.16 TRUE TRUE TRUE | TRUE
22 DM1.16 TRUE TRUE TRUE | TRUE
23 DM1.16 TRUE TRUE TRUE | TRUE
24 DM1.16 TRUE TRUE TRUE | TRUE
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Tiempo | Compuesto | mg/mL | pacum | o p Q

2 DM1.18 TRUE TRUE TRUE | TRUE
3 DM1.18 TRUE TRUE TRUE | TRUE
4 DM1.18 TRUE TRUE TRUE | TRUE
5 DM1.18 TRUE TRUE TRUE | TRUE
6 DM1.18 TRUE TRUE TRUE | TRUE
7 DM1.18 FALSE FALSE | FALSE | FALSE
8 DM1.18 FALSE FALSE | FALSE | FALSE
9 DM1.18 TRUE TRUE TRUE | TRUE
10 DM1.18 FALSE FALSE | FALSE | FALSE
12 DM1.18 FALSE FALSE | FALSE | FALSE
14 DM1.18 TRUE TRUE TRUE | TRUE
17 DM1.18 TRUE TRUE TRUE | TRUE
20 DM1.18 TRUE TRUE TRUE | TRUE
22 DM1.18 TRUE TRUE TRUE | TRUE
23 DM1.18 TRUE TRUE TRUE | TRUE
24 DM1.18 TRUE TRUE TRUE | TRUE
27 DM1.18 TRUE TRUE TRUE | TRUE
29 DM1.18 TRUE TRUE TRUE | TRUE
30 DM1.18 TRUE TRUE TRUE | TRUE
43 DM1.18 TRUE TRUE TRUE | TRUE

“FALSE” significa que a ese tiempo de experimentacion las distintas replicas no tienen distribucion
normal, mientras que “TRUE” significa que los datos a este tiempo de experimentacién distribuyen
normalmente.

La mayoria de los datos tienen una distribucion normal, sin embargo, es en las medidas
de Q (mg/cm?) donde se encuentra la menor cantidad de “FALSE”, esto es porque esta
medida es la que ofrece una mejor correccién de las variables dimensionales de las celdas,

al tener en cuenta el area de transporte.

3.5.2 Comparacion entre los modelos de tendencia

Una vez se comprobé que la mayoria de los datos en cada momento de la medicion tienen
distribuciéon normal, se hizo la estimacion de la tendencia en media de cada uno de los
compuestos, para ello se usoé la regresion local (loess), la cual estima una curva suavizada
de la tendencia de los promedios. Ademas, se calcul6 el area de confianza de la curva
dada por los intervalos al 95% de confianza para los promedios en cada tiempo de
medicion. Los resultados se pueden ver en la figura 10. Se evidencia que hay una
tendencia lineal para los péptidos DM1.16, DM1.18 y la cafeina, en cambio el péptido

DM1.14, tiene un comportamiento lineal creciente hasta la hora 7. Entre las horas 8 y 10
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se evidencia una alta variabilidad en las réplicas, como muestra el area de confianza, que
es mas ancha desde este intervalo de tiempo, después de la hora 12 el crecimiento es

lineal pero mucho menos inclinado.

Figura 10: Tendencia en la media de cada una de las sustancias estudiadas.
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Los puntos representan los promedios y las areas los intervalos de confianza al 95%.

3.5.3 Analisis de las diferencias significativas de las tendencias
en la media de los distintos compuestos

Para esta investigacion es de interés determinar si existen diferencias significativas en el

transporte de los diferentes compuestos. Los siguientes resultados se basan en los

modelos aditivos generalizados (GAM, generalized additive models) [124], con estimacion

de suavidad integrada, los cuales evaltan el comportamiento de las variables respuesta

sobre los factores de la experimentacion, en este caso el tiempo y los compuestos.

El modelo GAM permite generar valores predictivos con el fin de comparar las curvas con
un nivel de confianza deseado, finalmente se estima la diferencia de cada compuesto y se

determina en qué tiempos las diferencias son significativas.

Los resultados arrojados por el software muestran que los cuatro modelos son

significativos para las variables de respuesta, ya que los valores-p son menores a 0.05, asi
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se comprueba estadisticamente que las cantidades acumuladas de soluto transportado
dependen del tiempo y del tipo de compuesto.

Se usaron los valores predictivos del modelo para estimar la diferencia de las tendencias
en la media, (Ver figura 11).

Los resultados indican que entre los compuestos DM1.16 y cafeina no hay diferencias
significativas, pues la tendencia, asi como el &rea de confianza, se sostienen por la recta
horizontal (y=0). Con respecto a la diferencia entre los compuestos DM1.16 y DM1.18 el
angulo entre la recta y el eje horizontal es agudo, esta recta tiende a ser paralela a y=0,
esto indica que estadisticamente pueden ser iguales, los mismo pasa en la comparacion

entre la cafeina y el péptido DM1.18.
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Figura 11:Diferencia entre los comportamientos en medias de los distintos compuestos.
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3.6 Analisis grafico de los promedios de Q para cada una
de las sustancias de estudio.

En esta seccién se exponen los promedios de los perfiles difusivos de la cantidad
acumulada por unidad de area Q, versus el tiempo de experimentacién; estas graficas
contienen todos los experimentos hechos y las lineas de error corresponden a la
desviacion estandar de todas las réplicas.

3.6.1 Analisis del transporte de la cafeina como molécula de
control

Los experimentos de transporte de la cafeina se hicieron con una concentracion inicial en

el compartimento donor de 10 mg/mL, el experimento se repiti6 10 veces y se tomaron
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muestras cada hora durante 24 horas. Para todas las réplicas se observa una tendencia
lineal y un tiempo de latencia corto, ver grafica 2 y tabla 14:

Gréfica 2: Promedio de la cantidad acumulada por unidad de area (Q), versus el tiempo de
experimentacion del estudio de transporte de la cafeina.
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Las barras de error representan la desviacion estandar de los datos de las 10 réplicas.

Tabla 14: Promedio de las cantidades acumuladas (en mg y mg/cm? (Q)) y sus
desviaciones estandar del estudio de transporte de la cafeina.

t (h) Q (mg/cm?) DE Pacum(Mg) DE
x (101) x (101) x (10%) x (10%)

2 0,3 0,3 2,8 2,9

3 0,4 0,3 4,9 3,2

4 0,6 04 7,2 4,5

5 0,7 06 8,2 6,7
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6 1,0 0,2 17,5 2,2
7 1,3 0,6 15,1 6,4
8 1,6 0,6 18,2 6,5
9 2,0 0,6 22,5 6,8
10 2,4 0,3 32,1 3.2
11 2,8 0,6 29,8 6,5
12 31 0,5 34,3 6,1
13 3,3 0,6 36,9 7,0
14 3,7 0,6 40,4 7,5
15 39 0,7 44,1 8,2
16 4,2 0,7 46,9 8,6
17 4,5 1,0 51,0 11,0
18 4,8 0,8 53,9 10,0
19 50 0,8 56,1 11,0
20 53 0,8 66,9 5,6
21 55 1,0 63,0 12,4
22 58 11 66,4 13,5
23 6,0 1,2 68,5 13,2
24 6,3 1,2 71,8 14,5

3.6.2 Analisis grafico de los estudios de transporte para el
peptido DM1.14.

La concentracion inicial en el compartimento donor del péptido DM1.14 fue de 7 mg/mL,

gue corresponde a aproximadamente 4,6 mM. Se hicieron tres experimentos de 5 réplicas

cada uno, para un total de 15 réplicas. La tendencia del comportamiento difusivo de cada

una de las réplicas se puede ver en la grafica 3.

Se tomaron muestras aproximadamente cada hora; desde la segunda hora de
experimentacién hasta las 24 horas.

A las 24 horas de estudio el promedio de los miligramos transportados a través de la
membrana fue de 2,36 mg (ver a tabla 15), esto corresponde a un 33,7% del total de
miligramos puestos en el compartimento donor. Consideramos que esta es la razén por la
cual el transporte empieza a disminuir su velocidad después de las 10 horas de
experimentaciéon y se hace mucho mas lento a partir de las 15 horas, (ver gréafica 3), el
gradiente de concentracion no es lo suficientemente amplio para que se dé el transporte,

ademas no se mantienen las condiciones de sumidero en el compartimento receptor.
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Gréfica 3: Promedio de las cantidades acumuladas por unidad de area (Q), versus el
tiempo de experimentacion del estudio de transporte del péptido DM1.14.
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Las barras de error representan la desviacion estandar de las 15 réplicas. La mayor tasa de difusion
se da hasta las 10 horas de experimentacion, luego el transporte empieza a agotarse y la cantidad
Q acumulada en el tiempo tiende a ser constante.

Tabla 15: Promedio de las cantidades acumuladas (en mg y mg/cm? (Q)) en el
compartimento receptor para cada tiempo y sus desviaciones estandar del estudio del
transporte del péptido DM1.14.

t (h) Q (mglcm?) DE P acum DE
2 0,02 0,01 0,0 0,0
3 0,02 0,03 0,2 0,0
4 0,31 0,2 0,3 0,2
5 0,46 0,3 0,4 0,3
6 0,77 0,2 0,7 0,3
7 0,96 0,3 0,9 0,3
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8 0,75 0,3 0,7 0,5
9 1,26 0,4 1,2 0,4
10 1,03 0,4 1,1 0,5
11 1,44 0,3 1,4 0,4
12 1,42 0,3 1,5 0,3
13 1,48 0,3 1,5 0,3
14 1,64 0,3 1,7 0,4
15 1,75 0,3 1,8 0,4
16 1,68 0,4 1,7 0,4
17 1,93 0,4 2,0 0,4
18 2,02 0,4 2,1 0,4
19 1,97 0,4 2,1 0,5
20 2,16 0,4 2,2 0,5
21 2,24 0,4 2,3 0,4
22 2,28 0,4 2,3 0,4
23 2,31 0,4 2,4 0,5
24 2,32 0,4 2,4 0,5

3.6.3 Analisis grafico de los estudios de transporte para el
peptido DM1.16.

La concentracion de la solucién inicial en el compartimento donor para los experimentos

de transporte del péptido DM1.16, fue de 7,5 mg/mL que corresponde a aproximadamente

4,6 mM.

El estudio del transporte del péptido DM1.16, consistié en tres experimentos y un total de
12 réplicas, las muestras se tomaron aproximadamente cada hora hasta la hora 24. Los
datos durante las primeras 5 horas de experimentacion siempre estuvieron por debajo del
limite de deteccion del método cromatografico; por lo tanto, s6lo se tuvieron en cuenta los
datos de la hora siete en adelante. Incluso en este momento algunas replicas todavia no

registraban péptido en el compartimento receptor.
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Gréfica 4: Promedio de las cantidades acumuladas por unidad de area del péptido DM1.16
versus el tiempo de experimentacion.
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Las barras de error corresponden a la desviacion estdndar de la media de las 12 réplicas.

En la grafica 4 y en la tabla 16 se muestran los promedios de las cantidades acumuladas
en mg y en mg/cm? (Q) del péptido DM1.16 y sus respectivas desviaciones estandar.

La tendencia de los puntos de la grafica 4, muestra que el transporte se dio a una tasa
constante después del tiempo de latencia, esto sugiere que se mantuvieron las condiciones
de sumidero durante todo el tiempo de experimentacion. En la tabla 16 puede verse que a
las 24 horas de tiempo del experimento se habian acumulado en el compartimento receptor
un promedio 0,52 mg, lo que corresponde solamente a aproximadamente el 7% de la
cantidad de compuesto en el compartimento donor al inicio del experimento; esto sugiere
gue el gradiente de concentracién, a las 24 horas, fue lo suficientemente amplio como para

mantener las condiciones del transporte.



Capitulo 3 89

Tabla 16: Promedio de las cantidades acumuladas (en mg y mg/cm? (Q)) en el
compartimento receptor para cada tiempo y sus desviaciones estandar del estudio del
transporte del péptido DM1.16.

t(h)  Q(mglcn?) DE Pacum DE
7 0,056 0,02 0,0 0,1
8 0,080 0,04 0,0 0,1
9 0,086 0,06 0,1 0,1
10 0,13 0,07 0,1 0,1
11 0,15 0,07 0,1 0,1
12 0,19 0,07 0,2 0,1
13 0,25 0,07 0,2 0,1
14 0,24 0,08 0,3 0,1
15 0,26 0,08 0,3 0,1
16 0,31 0,07 0,3 0,1
17 0,27 0,009 0,3 0,1
18 0,33 0,09 0,4 0,1
19 0,38 0,09 0,4 0,1

20 0,38 0,09 0,4 0,1
21 0,38 0,08 0,4 0,1
22 0,45 0,09 0,5 0,1
23 0,48 0,1 0,5 0,1
24 0,50 0,09 0,5 0,1

3.6.4 Analisis grafico de los estudios de transporte del péptido
DM1.18

Los miligramos puestos en el compartimento donor para los estudios de transporte del
péptido DM1.18 fueron 8,1 mg, correspondientes a 1mL de solucion. Se muestran los
perfiles del comportamiento de la masa acumulada en el tiempo en la grafica 5. No se
tomaron muestras cada hora como en las pruebas con las otras sustancias, pues, como
puede verse en la gréafica 5, los cambios entre hora y hora fueron minimos, asi, que, para
poder observar mejor el perfil difusivo, se tomaron muestras a las 27, 29, 30 y 43 horas de

experimentacion.

En latabla 17 y en la grafica 5 se muestran las cantidades acumuladas por unidad de area
en el compartimento receptor para el estudio del péptido DM1.18. Se observa una variacion

muy lenta a lo largo del tiempo; la linea de tendencia tiene una pendiente pequefa en
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comparacion con las otras sustancias trabajadas en este estudio. En la tabla 17 se puede
observar como, a las 24 horas de experimentacion, sélo un 4 % de la cantidad en
miligramos puesta en el compartimento donor, habia a travesado la membranay, a las 43
horas de experimentacion se alcanzo tan sélo el aproximadamente el 9 %.

Tabla 17: Promedio de las cantidades acumuladas (en mg y mg/cm2 (Q)) en el

compartimento receptor para cada tiempo y sus desviaciones estandar del estudio del
transporte del péptido DM1.18.

t (h) Q (mg/cm?) DE MG acum DE
x (101) x (10?) x (102) x (102)
2 0,21 0,2 2,1 1,9
3 0,26 0,2 2,6 1,6
4 0,25 0,1 2,5 0,6
5 0,19 0,1 1,9 0,3
6 0,45 0,4 4,3 4,3
7 0,32 0,6 2,6 6,2
8 0,46 0,5 3,8 8,4
9 0,48 0,1 49 1,3
10 0,69 0,5 6,7 11,3
12 1,0 0,6 10,2 13,0
14 1,3 0,7 12,9 13,5
17 1,9 0,7 19,5 13,3
20 2,6 0,7 25,9 13,8
22 1,9 0,8 19,7 16,0
23 3,1 0,6 31,1 10,9
24 3,2 0,4 32,4 11,9
27 3,7 0,4 37,9 16,9
29 4,2 0,6 43,3 17,0
30 4,2 0,6 43,2 18,0
43 6,9 0,9 70,3 29,5
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Gréfica 5: Promedio de las cantidades acumuladas por unidad de area del péptido DM1.18
versus el tiempo de experimentacion.
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3.6.5 Comparacion entre los comportamientos difusivos de las
cuatro sustancias.

La grafica 6 compara los promedios de las cantidades de sustancia transportada versus el
tiempo de experimentacién para cada compuesto. Se puede ver como las lineas no se
cruzan alo largo del tiempo; el péptido DM1.14 rapidamente empieza a transportarse hasta
gue se agota el gradiente, lo cual pasa en las primeras 15 horas, la cafeina también
empieza a transportarse rapido y no muestra tendencia de agotamiento del transporte, por
debajo de la cafeina esta el péptido DM1.16, con una tendencia muy parecida y cercana a
la de la cafeina.

Por ultimo, DM1.18, se transporta muy lentamente, su tiempo de latencia evidentemente

es mayor y su tasa de difusion también lo es.
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Gréfica 6: Comparacion entre los promedios acumulados por unidad de area Q para cada
sustancia estudiada.
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4.Resultados

En este capitulo se presentan los principales resultados obtenidos del trabajo de
investigacion. En la primera parte se trata lo relacionado con la sintesis de péptidos y las
caracteristicas 'y propiedades fisicoquimicas estimadas mediante servidores
bioinforméticos. En la segunda parte se analiza lo relacionado con los experimentos de

transporte de los péptidos a través de las membranas tipo piel Strat-M ®.

4.1 Sintesis de péptidos

Se sintetizaron tres péptidos, partiendo de las péptidos DM1.4 (LWKTMLKKLGTWAL) y
DM1.6 (GLWKTWLKKLGTWAL), derivados de la Dermaseptina, los cuales fueron
disefiados y evaluados en su actividad antimicrobiana en trabajos previos [109, 125].
Estudios preliminares realizados en este trabajo del transporte de los péptidos DM1.4 y
DM1.6 mostraron que el transporte de estos, a través de membranas tipo piel fue
insignificante, por lo cual se planeé modificar las secuencias peptidicas. Las
modificaciones en las secuencias se hicieron de manera que mantuvieran la estructura
secundaria del péptido original, también se busc6 hacer mas cortas las secuencias, pero
manteniendo los aminoacidos que se consideran relevantes en la actividad biolégica de
los péptidos, pues, aunque las membranas celulares no tienen semejanza quimica con el
estrato corneo de la piel, las interacciones primarias que sirven para que un farmaco pueda
atravesar la membrana celular y entrar a su sitio de accidn, son similares a las
interacciones primarias que tendra un farmaco con la piel antes de iniciar su transporte a
través de ella.

La primera modificaciébn en ambos péptidos fue quitar un aminoacido triptéfano en la
estructura (ver figura 12), para disminuir la masa molar de los péptidos sin que hubiera
cambios radicales en la estructura secundaria de los mismos, ademas, los aminoacidos

terminales de estos péptidos son los responsables de la actividad antimicrobiana de los
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péptidos DM1.4 y DML1.6, por lo tanto, no se alterd la ultima parte tratando de preservar
esta propiedad.

Una vez se comparo el transporte de los péptidos modificados, los llamados DM1.16 y
DM1.14, se encontro que el péptido DM1.14 se transportaba mucho mas eficientemente a
través de la membrana que su analogo. A partir de comparar las secuencias y las
diferencias en las estructuras se modifico el péptido DM1.14, quitando el aminoacido
metionina y la primera leucina. Se encontré que bajo estas circunstancias las habilidades
transportadoras de la secuencia desaparecieron.

En la figura 12 se muestran las modificaciones hechas a los péptidos DM1.4 y DM1.6, para

obtener las secuencias de este estudio.

Figura 12: Modificacion en las secuencias peptidicas.

DM1.6 DM1.4
GLWKTWLKKLGTWAL LWKTMLKKLGTWAL
DM1.16 DM1.14
GLWKTLKKLGTWA LKTMLKKLGTWAL
DM1.18
KTLKKLGTWAL

En la tabla 18 se describen las secuencias, los rendimientos obtenidos y los porcentajes
de pureza de los péptidos sintetizados. Los rendimientos suelen ser bajos debido a la
dificultad que se presenta durante el ensamble de los aminoacidos, en las cadenas
peptidicas al final de la sintesis; por ejemplo, en la sintesis del péptido DM1.16 hubo
dificultad en el acople del triptéfano (W) en la posicion 3 (acople 12), éste sitio de reaccion
es de dificil acceso debido al impedimento estérico que genera este aminoacido

voluminoso y sus vecinos también voluminosos (K y L), como se ve en la secuencia (Ver



Capitulo 4 95

tabla 18). Ademas, a medida que se genera la conformacion de a-hélice de los péptidos,
los residuos de aminoé&cido se acercan los unos a los otros, por lo cual se hace mas dificil

la entrada de un nuevo aminoacido a la resina-péptido.

En general se presentaron dificultades en los ultimos acoples de las secuencias durante el
proceso de sintesis (primeras posiciones de las cadenas peptidicas), cuando los acoples
no se dieron completamente, fue necesario repetir la reaccion con mas excesos del

aminoacido correspondiente y en ocasiones con el uso de otros activadores.

Tabla 18: Rendimientos de las sintesis de los péptidos de este estudio

Péptido Secuencia Rendimiento Rendimiento  Porcentaje
teérico (mg) dela de Porcentaje
sintesis rendimiento  de Pureza
(mg)
DM1.16  GLWKTLKKLGTWAL 358,31 155,40 43 75
DM1.14 LKTMLKKLGTWAL 333,64 189,03 57 70
DM1.18 KTLKKLGTWAL 279,28 149,45 54 80

4.1.1 Estimacion de las propiedades fisicoquimicas de los
peptidos sintetizados mediante herramientas
bioinforméticas.

Con el fin de encontrar diferencias y similitudes entre los péptidos y establecer relaciones

con sus parametros difusivos, se estimaron algunas propiedades fisicoquimicas. La

hidrofobicidad y la carga neta se calcularon haciendo uso el servidor en linea Heliquest

[126], disponible en: http://heliquest.ipmc.cnrs.fr/cgi-bin/ComputParamsV2.py). También

se hizo una prediccion de la estructura secundaria con el servidor I-TASSER [127], los

resultados se muestran en la tabla 18-4.

Tabla 19: Parametros fisicoquimicos de las secuencias sintetizadas, a partir [126], [127].

Péptido Secuencia Clasificacion de la % Carga % de Hidrofobicidad Log P
estructura secundaria hélice neta  residuos Coeficiente de
* no reparto
polares octanol/Agua+
DM1.16 GLWKTLKKLGTWAL CHHHHHHHHCCCCC 57 3 50 0,654 -5,66
DM1.14 LKTMLKKLGTWAL CHHHHHHHCCCCC 54 3 54 0,626 -4,97
DM1.18 KTLKKLGTWAL CCHHHHCCECC 32 3 45 0,474 -5,36

*C: Random coil (estructura secundaria aleatoria), H: a- hélice.+Calculados con el programa
Spartan.


http://heliquest.ipmc.cnrs.fr/cgi-bin/ComputParamsV2.py
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La tabla 19 da evidencia de la similitud entre los péptidos, especialmente entre el péptido
DM1.14 y DML1.16, lo cual podria esperarse debido a la secuencia de la cadena de
aminoacidos y el tipo de ellos.

Otra propiedad importante que se evalu6 en los péptidos sintetizados fue su capacidad de
adoptar una forma tridimensional, en la que los aminoé&cidos hidrofébicos estan ubicados
en una cara de la hélice y los aminoacidos hidrofilicos en la otra cara; esto les da a los
péptidos un caracter anfipatico. En la figura 13, se puede observar como es probable que
se distribuyan espacialmente los aminoacidos en cada uno de los péptidos, en todos los
residuos polares y de tipo i6nico se ubican en la parte superior y los residuos de caracter
hidrofébico en la parte inferior de la figura. Sin embargo, en el péptido DM1.14, parece que
una leucina (aminoacido apolar), se encuentra entre dos lisinas (aminoacido cargado

positivamente).

Figura 13: Modelos de rueda helical de los péptidos sintetizados.
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En linea con el servidor HeliQuest [126]. Los aminoacidos hidréfobos estan en color amarillo, los
cargados eléctricamente en azul y los polares en morado. La flecha representa la direccion del
momento hidrofébico.

Como se menciond en la seccion 1, la estructura a-hélice en los péptidos favorece el
transporte de los mismos a través de las membranas biolégicas, incluida la membrana piel,
por lo tanto, se model6 la estructura de cada una de los péptidos con el servidor |-Tasser
[127]; este tipo de servidores comparan la estructura primaria del péptido con segmentos
de proteinas de las que ya conoce su estructura, presentes en una base de datos interna
gue contiene mas de 3.000 proteinas bien caracterizadas. Determinando si hay
coincidencias en la secuencia de aminoacidos, y alguna porcion de una proteina donde se
presente estructura a-hélice. (ver las figuras de 14 a la 16). El péptido con mayor porcentaje
de estructura a-hélice es el DM1.16, seguido del DM1.14 y finalmente el DM1.18 no

muestra suficiente porcentaje de aminoacidos conformando estructura a- helicoidal.
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Figura 14: Modelo tridimensional de la estructura secundaria del péptido DM1.14.
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DM1.14

Figura 15: Modelo tridimensional de la estructura secundaria del péptido DM1.16.

DM1.16

Figura 16: Modelo tridimensional de la estructura secundaria del péptido DM1.18.

DM1.18
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4.1.2 Caracterizacion de la estructura secundaria de los péptidos
por dicroismo circular

El dicroismo circular es una técnica instrumental que permite elucidar la estructura

secundaria de péptidos y proteinas, La técnica se basa en el hecho de que la interaccion

de una molécula quiral con la luz polarizada es muy especifica y se mide como la diferencia

entre la absorcion de luz polarizada circularmente a la izquierda y a la derecha del

compuesto en evaluacion [128].

El enlace peptidico presenta transiciones n>1* a 220 nm y T>1* a 190 nm, asi que en
péptidos y proteinas se presentan patrones en el espectro de acuerdo a su estructura; se
sabe que las proteinas con estructura secundaria B-plisada tienen un minimo en 218 nmy
un maximo en 195 nm, las proteinas a-helicales tienen dos minimos uno en 222 nm y otro
en 208 nm ademas, un maximo a 193 nm, mientras que las proteinas no estructuradas
(random coil) tienen muy baja elipticidad por encima de 210 nm y un minimo en 195 nm
[129].

Los resultados de las pruebas de dicroismo circular, ver figura 17, mostraron que el péptido
DM1.16 presenta una estructura a-hélice bien definida, en el espectro se presenta un
maximo aproximadamente a 190 nm, un minimo aproximadamente a 208 y otro pequefio

minimo en 225.

El péptido DM1.14 también presenta estructura secundaria a-hélice, aunque los picos se
muestran menos acentuados que en el péptido DM1.16, en cambio el péptido DM1.18 no
muestra en el espectro el patron tipico de las estructuras a-helicales, mas bien muestra

una configuracion no estructurada con un minimo alrededor de los 200 nm.

Los resultados de las pruebas de dicroismo confirman los resultados hallados con los

analisis bioinformaticos en las moléculas.
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Figura 17: Espectros Dicroismo circular 30% TFE, a temperatura ambiente.
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4.2 Resultados de los estudios de transporte

Los estudios de difusion de los péptidos sintetizados se llevaron a cabo durante 24 horas,
para los péptidos DM1.16, DM1.14 y la cafeina, y durante 43 horas para para el péptido
DML1.18. Cada experimento de transporte inicié una vez se puso en el compartimento donor
la solucién de estudio. Las cantidades permeadas acumuladas (mg y en mg/cm?) en el
compartimento receptor para cada sustancia y cada una de sus réplicas se pueden

encontrar en los anexos.

El sistema de estudio fue un sistema cerrado sin agitacion en la camara donora, las
sustancias se transportaban de la camara donora a la cAmara receptora hasta que el

transporte se extinguia debido al cambio en el gradiente.

El proceso para hallar los parametros difusivos consisti6 en ajustar los datos
experimentales al modelo difusivo de Fick de dosis infinita, pero dadas las caracteristicas
del sistema de estudio, fue necesario realizar una aproximacién de pseudo estado estable,
esta consiste en tomar los datos del tiempo de experimentacion cuando el sistema se
encuentra con un gradiente constante de potencial quimico que se puede notar cuando la
gréafica del perfil difusivo (Q vs el tiempo de experimentacion) se comporta de manera
lineal; tomando la pendiente de la linea recta y el intercepto con el eje del tiempo se
obtuvieron los parametros llamados empiricos, estos sirvieron como valores semilla para

hallar los pardmetros llamados analiticos.

Estos parametros difusivos analiticos se hallaron mediante un ajuste numérico de todos
los datos experimentales a la solucion analitica en el transciende de la segunda ley de
Fick.

4.2.1 Parametros difusivos hallados experimentalmente

Para estudiar el transporte de los péptidos a través de la membrana Strat-M ® se
construyeron graficas de la cantidad de farmaco acumulado en el compartimento aceptor
Q (mg/cm?), frente al tiempo en horas; pues los datos de Q (ver la tabla 13), son los que

tienen mayor porcentaje de distribucion estadistica normal.

El objetivo fue estimar los parametros de permeaciéon transdérmica que definen las
caracteristicas del transporte de estas sustancias quimicas a través de la piel. Como ya se

dijo, cuando la difusién ha alcanzado el estado estacionario se pueden hallar los
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parametros difusivos a partir de la porcion lineal de la curva. Una vez se ha alcanzado el
estado estacionario la pendiente del ajuste lineal corresponde al valor del flujo
transdérmico J,; (mg/cm?h), el tiempo de latencia t;,; corresponde a la interseccion con el
eje del tiempo de la misma curva, y el coeficiente de permeabilidad k, se puede hallar con
la siguiente ecuacion (ver seccion 1.6),

o, =t
p CO
El coeficiente de difusion D se puede despejar usando la siguiente ecuacion de la seccién
1.6, y tomando como valor de | el espesor fisico de la membrana, que para las membranas
de este estudio es de 0,0324 cm.
lZ

tiat = 6_D
El estado estacionario en la membrana se alcanza cuando la cantidad de sustancia que
entra al compartimento aceptor es igual a la cantidad de sustancia que abandona el
compartimento donor. Es decir, cuando en la membrana el perfil de concentracién de la

sustancia de estudio permanece constante.

Se muestra un ejemplo de la aplicacién de esta metodologia experimental con la cafeina,
(ver grafica 7). Se puede ver como los datos, en el caso de este compuesto, se ajustan a
una linea recta durante todo el tiempo de experimentacion, sin embargo, para garantizar
el uso de los datos en el estado estacionario, se tomaron los puntos desde la hora 12 hasta

la hora 19 de trabajo.
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Gréfica 7: Porcion lineal de la curva del perfil difusivo de la cafeina.
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El ajuste lineal de los puntos seleccionados con R? = 0,9964 se describe con la siguiente
ecuacion:

y = (7,00 X 1073)x — 0,0101
Los pardametros difusivos obtenidos se pueden ver en la tabla 20, como se dijo
anteriormente, el estado estable sélo se alcanza después de 2,7 veces el tiempo de
latencia, asi que en el caso de la cafeina se alcanz6 después de las 6 horas de

experimentacion.

Tabla 20: Parametros difusivos de las sustancias de estudio hallados experimentalmente

Compuesto  kp (cm/h)  Jgg(mg/cmZ*h) tiqe (O D (cm?/s)

(10%) (10%) (10%)
DM1.14 18,1 12,7 0,8 58,5
DM1.16 3,81 2,86 5,39 9,02
DM1.18 2,19 1,78 5,87 8,28

Cafeina 2,86 2,86 1,70 29,0
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4.2.2 Parametros analiticos hallados mediante la segunda ley de
Fick

Se ajustaron los datos experimentales a una cinética de difusion pasiva segun la ecuacion
(13). [91, 92],

(13)

th 1 2 (—1)ne(_Dnﬂt)]

La ecuacién 13 se deriva de la segunda ley de Fick y se puede usar, incluso si no se ha
. . . . .. D -
alcanzado el estado estacionario. A partir de la determinacion de Kly = Se calculo el

coeficiente de permeabilidad k,, y de difusion D, tomando [ como el espesor fisico de la

membrana (ver seccion 1.4).

p z D . .
El calculo de los parametros Kl 'y 2158 hizo optimizando el error cuadrado entre los valores
hallados empiricamente y los valores hallados con la solucién analitica del modelo que

tiene en cuenta todos los datos experimentales. En la tabla 21 se comparan estos valores.

Tabla 21: Parametros difusivos hallados experimentalmente y los hallados a partir del
ajuste de los datos a la solucién analitica del modelo.

Compuesto D (cm?/s) kp (cm/h)
(10%) (103)
Analitico Empirico Analitico  Empirico
DM1.14 58,4 58,4 15,3 18,1
DM1.16 10,2 9,02 2,43 3,81
DM1.18 6,06 8,28 1,59 2,19

Cafeina 29,9 37,2 2,75 2,86
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Gréfica 8: Comparacion entre los perfiles difusivos experimentales y los hallados a partir
de la solucion numérica del modelo difusivo de Fick para el péptido DM1.14
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Grafica 9. Comparacion entre los perfiles difusivos experimentales y los hallados a partir
de la solucion numérica del modelo difusivo de Fick para el péptido DM1.16
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Gréfica 10. Comparacion entre los perfiles difusivos experimentales y los hallados a partir
de la solucion numérica del modelo difusivo de Fick para el péptido DM1.18.
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5. Analisis final

Los parametros hallados con la porcion lineal de la curva de los perfiles difusivos,
(pardametros empiricos), son en general cercanos a los parametros hallados con la solucién
analitica del modelo que toma en cuenta todos los puntos de la curva, (parametros
analiticos), esto demuestra que el modelo de solucién infinita es apropiado para describir

el transporte de estas sustancias bajo las condiciones experimentales de este estudio.

De los tres péptidos estudiados, fue el DM1.14 el que se transporté mas significativamente,
sin embargo, no se encuentra en las caracteristicas fisicoquimicas de los tres péptidos
grandes diferencias. Por ejemplo, los coeficientes de reparto octanol agua de los tres
péptidos indican que son muy hidrofilicos, siendo el DM1.14 el que presenta menor
hidrofilicidad con un log P de -4,97, comparado con -5,66 del péptido DM1.16 (el mas
hidrofilico) y -5,36 del péptido DM1.18.

La estimacion bioinformética de hidrofobicidad muestra que el DM1.14 tiene el valor
intermedio de los tres, podriamos suponer que esta tendencia minima a la lipofilia en
relacion a los demas péptidos, le favorece en términos de su habilidad para transportarse
por la piel, pero, las diferencias son tan pequefas que no se puede concluir que ésta sea
una caracteristica determinante. Parece ser que la razén por la cual se presenta este
comportamiento se relaciona con la masa molecular de los péptidos; donde el mas pesado,
gue es el DM1.16 es el que presenta mayor hidrofobicidad, y el de menor peso molecular;

el DM1.18 es el que presenta menor valor de hidrofobicidad.

Otra caracteristica a tener en cuenta es el porcentaje de aminoacidos apolares; el péptido
DM1.14 es el que mayor porcentaje tiene de aminoacidos apolares con un 54%, seguido
del DM1.16 con 50%, y por ultimo esta el DM1.18 con un 45%. La tendencia es mas clara
con esta caracteristica pues, parece ser que entre mas aminoacidos apolares, mayor

tendencia a la difusion por piel.
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En relaciéon a la estructura secundaria de los péptidos, se demostré que es el péptido
DM1.16, en el que mayor porcentaje de aminoacidos en su estructura participan en la
conformacion a-hélice, lo cual no se relaciona con lo reportado en la literatura, que sugiere

que la conformacion a-hélice favorece el transporte a través de la piel.

Se debe tener en cuenta que, las estructuras secundarias de estas moléculas fueron
estimadas como si los péptidos estuvieran en todo momento en disoluciéon acuosa, v,
aunque en el vehiculo es asi, una vez la sustancia entra en contacto con la membrana, e
intenta penetrar en ella, entra en contacto con los lipidos que la componen, por lo tanto,
las interacciones son radicalmente distintas a las esperadas a partir de las estimaciones
fisicoquimicas en agua y la conformacién secundaria del péptido también se puede ver

modificada.

Se busc6é hacer comparaciones entre las caracteristicas de las tres sustancias de estudio,
pero, finalmente la comparacion es mucho mas compleja de lo que parece; no es suficiente
pensar en el péptido aislado y en sus caracteristicas fisicoquimicas y estructurales, la
interaccion con la membrana, y los cambios que puede sufrir la macromolécula al contacto

con ella determinan el mecanismo de transporte.

Contario a lo que sucede con otro tipo de moléculas, las investigaciones reportadas en
relacion al transporte de péptidos a través de la piel, indican, que no necesariamente un
péptido con menor peso molecular se transporta mejor a través de la ella; el péptido
DM1.18, es el mas liviano de los tres, pesa alrededor de 250 unidades de masa atémica
menos que el péptido DM1.14, sin embargo, el péptido DM1.18 tuvo un transporte muy

pobre a través de la membrana.

Puede existir alguna relacion entre la presencia del aminoacido metionina y la habilidad
difusiva a través de la piel de los péptidos, si se comparan las caracteristicas de las dos
macromoléculas DM.14 y DM.16, no se encuentra diferencias suficientes, sin embargo, en
la estructura primaria el péptido DM1.14 tiene el aminoacido metionina en vez del

aminodcido triptéfano del DM1.16.



6.Conclusiones y Recomendaciones

6.1 Conclusiones

Los tres péptidos sintetizados como derivados analogos de la Dermaseptina se
caracterizan por tener una estructura a-hélice como lo muestran los estudios
bioinformaticos de estructura segundaria y las pruebas de dicroismo circular, ademas

tienen una disposicion espacial de los aminoacidos que les confiere un caracter anfipatico.

El sistema de celdas de Franz disefiado permitid el estudio del transporte de péptidos
analogos derivados de la Dermaseptina como lo mostraron los analisis estadisticos hechos
a los datos en relacion a las pruebas de normalidad y diferencias significativas entre los

perfiles de transporte.

Los datos de transporte a través de membrana sugieren que el aminoacido metionina (M)
presente en la secuencia del péptido DM1.14 es fundamental en el transporte del péptido

pues éste se transporté en mayor medida.

La primera ley de Fick es un modelo adecuado para estudiar el transporte de los péptidos
a través de membrana; asi se obtuvieron los coeficientes de difusiéon de los péptidos;
5,8 X 10~8cm?/s para el péptido DM1.14, 1,0 x 10~°cm?/s para el péptido DM1.16 y
6,1 X 10~%cm? /s para el péptido DM1.18.

El coeficiente de difusion hallado para el péptido DM1.14 ( 5,8 x 10~8cm?/s) tiene un valor
comparable con el coeficiente de difusion de la molécula de control cafeina
(3,0 x 10~8cm?/s), ni el tamario, ni la hidrofobicidad, ni la estructura secundaria a-hélice,
son determinantes en el transporte de macromoléculas.

Cambios minimos en la estructura quimica de los péptidos, sin esperar cambios en la

posible actividad biolégica, mejord el transporte a través de membranas tipo piel, se
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entiende esto como una oportunidad para administrar topicamente farmacos de naturaleza

peptidica sin necesidad de un coadyuvante

6.2 Recomendaciones

Realizar simulaciones por dindmica molecular de equilibrio y de no-equilibrio para contribuir
a elucidar el mecanismo de transporte de los péptidos a través de membranas, sintéticas
o bioldgicas.

Extender los estudios de transporte de los péptidos a membranas de origen biolégico,
como son la piel de cerdo y la piel humana.

Utilizar otro disefio de celdas de difusion, tales como de disefio horizontal y celdas con
recirculacion de fluidos para garantizar las condiciones del compartimento donor y del
receptor.

En lugar de soluciones reguladoras de pH, realizar estudios de transporte de los péptidos
donde el medio receptor sea suero de plasma sanguineo.



A. Anexo: Datos de los estudios de
transporte de la cafeina

Tabla 22: Datos de la masa acumulada en el compartimento aceptor, y la incertidumbre
de la medida. Réplicas de la 1 a la 5 del estudio de la Cafeina.

Tiempo
(h) Rimg |R1Umg| R2mg |R2Umg| R3mg [R3Umg| R4mg |R4Umg| RS5mg |R5Umg
x (101) | x (101) | x (10%) | x (10%) [ x (101) | x (101) | x (107) | x (10%) [ x (101) | x (10%)

2 0,0 0,1 0,0 0,1 0,0 0,1 0,0 0,1 0,0 0,1
3 0,2 0,1 0,2 0,1 0,2 0,1 0,3 0,1 0,0 0,1
4 0,2 0,1 0,2 0,1 0,4 0,1 0,4 0,1 0,3 0,1
5 0,2 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,3 0,1 0,2 0,1
7 0,9 0,1 0,9 0,1 0,7 0,1 1,0 0,1 1,1 0,1
8 1,2 0,1 1,1 0,1 1,0 0,1 1,5 0,1 1,3 0,1
9 1,7 0,1 1,4 0,1 1,3 0,1 1,8 0,1 1,8 0,1
11 24 0,1 2,1 0,1 2,1 0,1 2,7 0,1 2,6 0,1
12 2,9 0,1 2,6 0,1 2,5 0,1 3,1 0,1 3,2 0,1
13 3,0 0,1 2,7 0,1 2,6 0,1 3,3 0,1 34 0,1
14 3,4 0,1 2,8 0,1 2,9 0,1 3,6 0,1 3,8 0,1
15 3,7 0,1 2,9 0,1 3.2 0,1 4,0 0,1 4,2 0,1
16 4,1 0,1 2,9 0,1 34 0,1 4,3 0,1 4,4 0,1
17 4,2 0,1 3,0 0,1 3,7 0,1 4,7 0,1 4,7 0,1

18 4,6 0,1 3,1 0,1 4,0 0,1 52 0,1 5,1 0,1

19 4,7 0,1 2,9 0,1 4,2 0,1 52 0,1 54 0,1

21 54 0,1 3,2 0,1 4,7 0,1 6,0 0,1 6,2 0,1
22 6,1 0,1 3,1 0,1 5,0 0,1 6,1 0,1 6,2 0,1
23 6,1 0,1 3,2 0,1 5,3 0,1 6,5 0,1 6,8 0,1

24 6,3 0,1 3,1 0,1 57 0,1 7,0 0,1 7,1 0,1
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Tabla 23: Datos de la masa acumulada en el compartimento aceptor, y la incertidumbre

de la medida. Réplicas de la 6 a la 10 del estudio de la Cafeina

Tiempo R10U
(h) R6mg |[R6Umg| R7Tmg [R7Umg| R8mg |[R8Umg| RImg |R9Umg| R10 mg mg
x (10%) | x (10%) | x (101) | x (10%) | x (10%) | x (10%) | x (10%) | x (10%) | x (10Y) x (101)
2 0,5 0,1 0,7 0,1 0,5 0.1 0,5 0,1 0,5 0,1
3 0,7 0,1 0,9 0,1 0,7 0.1 0,7 0,1 0,8 0,1
4 1,0 0.1 1,3 0.1 1,0 0.1 1,0 0.1 1,1 0.1
5 1,3 0,1 1,6 0.1 1,3 0.1 1,3 0.1 1,4 0.1
6 1,6 0,1 2,0 0.1 1,6 0.1 1,5 0.1 1,8 0.1
7 2,0 0.1 2,4 0.1 2,0 0.1 1,5 0.1 2.1 0.1
8 2,2 0.1 2,8 0.1 2,2 0.1 2.1 0.1 2,5 0.1
9 2,6 0,1 3,2 0.1 2,6 0.1 2,5 0.1 2,9 0.1
10 2,9 0,1 3,6 0.1 2,9 0.1 2,9 0.1 3,2 0.1
11 3,2 0.1 4,0 0.1 3,2 0.1 3,2 0.1 3,5 0,1
12 3,6 0.1 4,3 0,1 3,6 0.1 3,5 0,1 4,0 0,1
13 3,7 0.1 4,8 0.1 3,7 0.1 3,8 0.1 42 0,1
14 4,3 0.1 51 0.1 4,3 0.1 4,0 0.1 47 0.1
15 4,5 0,1 55 0,1 4,5 0.1 4,6 0,1 50 0,1
16 4,8 0,1 59 0,1 4,8 0.1 4,8 0,1 53 0,1
17 5,1 0,1 7,1 0,1 51 0.1 5,2 0,1 57 0,1
18 5,8 0,1 6,4 0,1 58 0.1 54 0,1 59 0,1
19 5,9 0,1 6,6 0,1 59 0.1 57 0,1 6,3 0,1
20 6,1 0,1 7,1 0,1 6,1 0.1 6,2 0,1 6,8 0,1
21 6,4 0,1 74 0,1 6,4 01 6,4 0,1 71 0,1
22 6,7 0,1 8,0 0,1 6,7 01 71 0,1 75 0,1
23 7,0 0,1 8,4 0,1 7,0 01 71 0,1 7.8 0,1
24 7,3 0,1 8 0,1 7,3 01 7,6 0,1 8,1 0,1
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Tabla 24: Datos de la masa acumulada por unidad de area (Q), en el compartimento
aceptor, y la incertidumbre de la medida. Réplicas de la 1 a la 5 del estudio de la Cafeina.

Tiempo R1 R1U R2 R2U R3 R3U R4 R4 U R5 R5U
(h) mg/cm? | mg/cm? | mg/cm? | mg/em? | mg/cm? | mg/cm? | mg/em? | mg/em? | mg/em? | mg/cm?
x (101) | x (10%) | x (10%) | x (10%) | x (10%) | x (10%) | x (101) | x (10Y) | x (10%) | x (10?)
2 0,0 0,1 0,0 01 0,0 0,1 0,0 -0,1 0,0 0,1
3 0,2 0,1 0,2 01 0,2 01 0,3 0.1 0,0 0,1
4 0,2 0.1 0,2 01 0,3 0.1 0,3 0.1 0,3 0,1
5 0,2 0,1 0,2 01 01 01 0,2 0.1 0.1 0.1
7 0,7 0,1 0,9 01 0,7 0.1 0,9 0,1 0,9 0,1
8 0,9 0,1 1,0 01 0,9 01 1,3 0.1 1,2 0.1
9 14 0.1 14 0.1 1,3 0.1 1,7 0.1 1,6 0.1
11 2,3 0.1 2,0 0.1 2,3 0.1 2,8 0,1 2,3 0,1
12 2,5 0.1 2,5 0.1 2,5 0.1 31 0,1 2,8 0,1
13 2,8 0,1 2,6 01 2,8 0.1 3,4 0.1 31 0.1
14 3.1 0.1 2,8 0.1 31 0.1 3,7 0,1 34 0,1
15 3.4 0,1 2,9 01 3,3 0.1 4,0 0,1 3,8 0,1
16 3,6 0,1 2,9 01 3,6 0.1 4.4 0.1 4,0 0,1
17 4,0 0,1 3,0 01 4,0 0.1 4,9 0,1 4,3 0,1
18 41 0,1 3,1 01 4,2 0.1 5,0 0,1 4,7 0,1
19 47 0,1 3,0 01 47 0.1 53 0,1 5,0 0,1
21 47 0,1 3,3 01 47 01 58 0,1 58 0,1
22 5,3 0,1 3,3 01 5,0 0.1 59 0,2 58 0,1
23 54 0,1 34 01 54 01 6,3 0,2 6,4 0,2
24 55 0,1 3,3 01 58 0,2 6,8 0,2 6,7 0,2
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Tabla 25: Datos de la masa acumulada por unidad de area (Q), en el compartimento
aceptor, y la incertidumbre de la medida. Réplicas de la 6 a la 10 del estudio de la
Cafeina.

Tiempo R6 R6 U R7 R7U R8 R8U R9 R9U R10 R10U
(h) mg/cm? | mg/em? | mg/em? | mg/em? | mg/cm? | mg/cm? | mg/em? | mg/cm? | mg/cm? | mg/cm?
x (10%) | x (101) | x (10%) | x (10%) | x (10%) | x (101) | x (10%) | x (10Y) | x (10%) | x (10?)
2 0,4 0,1 0,6 0,1 04 0,1 04 0,1 0,5 0,1
3 0,7 0,1 0,9 0,1 0,6 0,1 0,6 0,1 0,6 0,1
4 1,0 0,1 1,2 0.1 0,9 01 0,9 0,1 0,9 0.1
5 1,2 0.1 15 0.1 1,1 0.1 1,2 0.1 1,2 0.1
6 15 0.1 1,9 0.1 1,4 0.1 1,3 0.1 1,5 0.1
7 1,8 0.1 2,3 0.1 1,7 0.1 1,3 0.1 1,8 0.1
8 1,9 0.1 2,6 0.1 1,9 0.1 1,9 0.1 2.1 0.1
9 2,5 0.1 3,0 0,1 2,3 0.1 2,2 0.1 2,4 0.1
10 2,8 0.1 3,3 0,1 2,5 0.1 2,5 0.1 2,7 0.1
11 3,0 0,1 3,7 0.1 2,8 0.1 2,8 0,1 3,0 0,1
12 34 0,1 4,0 0.1 31 01 3.1 0,1 3,3 0,1
13 3,6 0,1 4,5 0,1 3,3 01 3,3 0,1 3,6 0,1
14 4,0 0.1 47 0.1 3,7 0.1 3,6 0,1 3,9 0,1
15 44 0,1 5,1 0,1 3,9 0.1 4,0 0,1 4,2 0,1
16 4,6 0,1 55 0,2 4,2 0.1 4,3 0,1 4,5 0,1
17 4,9 0,1 57 0,2 4,5 0.1 4,6 0,1 4,7 0,1
18 54 0,1 6,0 0,2 5,0 01 4,8 0,1 4,9 0,1
19 5,6 0,1 6,1 0,2 5,2 0.1 51 0,1 53 0,1
20 59 0,1 6,6 0,2 53 0.1 55 0,1 57 0,1
21 6,2 0,1 6,9 0,2 5,6 01 57 0,1 59 0,1
22 6,5 0,1 74 0,2 58 01 6,3 0,2 6,3 0,2
23 6,7 0,1 7,8 0,2 6,1 0,2 6,2 0,2 6,7 0,2
24 7,1 0,1 8,2 0,2 6,3 0,2 6,7 0,2 6,9 0,2
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Tabla 26: Datos de la masa acumulada en el compartimento aceptor, y la incertidumbre
de la medida. Réplicas de la 1 a la 5 del estudio del péptido DM1.16.

Tiempo| R1mg ([R1Umg| R2mg [R2Umg| R3mg |[R3Umg| R4mg |[R4Umg| R5mg |R5Umg
(h)

7 0,08 0,03 0,06 0,04 0,08 0,03 0,08 0,04 0,15 0,04

8 0,11 0,03 0,11 0,04 0,11 0,03 0,12 0,03 0,18 0,04

9 0,16 0,03 0,17 0,04 0,16 0,03 0,17 0,03 0,20 0,04

10 0,27 0,03 0,26 0,04 0,27 0,03 0,23 0,03 0,23 0,04

11 0,28 0,03 0,28 0,04 0,28 0,03 0,26 0,03 0,25 0,04

12 0,34 0,03 0,31 0,04 0,34 0,03 0,32 0,03 0,28 0,04

13 0,38 0,03 0,33 0,04 0,38 0,03 0,34 0,03 0,30 0,03

14 0,41 0,03 0,34 0,04 0,41 0,03 0,37 0,03 0,36 0,03

15 0,44 0,03 0,35 0,04 0,44 0,03 0,39 0,03 0,39 0,03

16 0,48 0,03 0,37 0,04 0,48 0,03 0,41 0,03 0,41 0,03

18 0,53 0,03 0,40 0,04 0,53 0,03 0,42 0,03 0,46 0,03

19 0,59 0,03 0,45 0,04 0,59 0,03 0,47 0,03 0,56 0,03

20 0,27 0,03 0,50 0,04 0,27 0,03 0,50 0,03 0,60 0,03
22 0,63 0,03 0,54 0,04 0,63 0,03 0,52 0,03 0,63 0,03
23 0,66 0,03 0,61 0,03 0,66 0,03 0,53 0,03 0,67 0,03
24 0,69 0,03 0,62 0,03 0,69 0,03 0,54 0,03 0,70 0,03

Tabla 27: Datos de la masa acumulada en el compartimento aceptor, y la incertidumbre
de la medida. Réplicas de la 6 a la 8 del estudio del péptido DM1.16.

Tiempo | Ré6mg |[R6Umg| R7mg [R7Umg| R8mg |R8Umg
(h)

6 -0,14 0,09] -0,16 0,09] -0,15 0,08

7 -0,11 0,08] -0,15 0,09] -0,06 0,08

8 -0,06 0,08 0,01 0,09 0,00 0,08

9 0,00 0,08 0,01 0,09 0,05 0,08

10 0,06 0,08 0,08 0,09 0,06 0,08
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Tiempo | R6mg [R6Umg| R7mg |[R7Umg| R8mg |R8Umg
(h)

11 0,11 0,08 0,05 0,08 0,16 0,08
12 0,16 0,08 0,02 0,08 0,17 0,08
13 0,22 0,08 0,07 0,08 0,19 0,08
14 0,30 0,08 0,11 0,08 0,25 0,08
15 0,32 0,08 0,12 0,08 0,26 0,08
17 0,44 0,08 0,20 0,08 0,27 0,08
19 0,46 0,08 0,25 0,08 0,33 0,08
20 0,49 0,08 0,30 0,08 0,36 0,08
21 0,51 0,08 0,36 0,08 0,41 0,08
22 0,53 0,08 0,36 0,08 0,43 0,08
23 0,56 0,08 0,36 0,08 0,45 0,08

24 0,54 0,08 0,45 0,08 0,48 0,08
Los datos negativos significan que, a ese momento de experimentacion, la cantidad de la
sustancia de estudio esta por debajo del limite de deteccidn.

Tabla 28: Datos de la masa acumulada en el compartimento aceptor, y la incertidumbre
de la medida. Réplicas de la 9 a la 12 del estudio del péptido DM1.16.

Tiempo | pgmg |ROUmg| R10mg | R210 | R1tmg | RMY | Rizmg | R12U

(h) mg mg mg

-0,01 0,04 -0,01 0,04 -0,01 0,03 -0,02 0,04
0,04 0,04 0,02 0,04 0,04 0,03 0,02 0,04
0,08 0,04 0,03 0,04 0,08 0,03 0,04 0,04
10 0,12 0,04 0,02 0,04 0,12 0,03 0,04 0,04
11 0,13 0,04 0,06 0,04 0,13 0,03 0,05 0,04
12 0,21 0,04 0,13 0,04 0,21 0,03 0,11 0,03
14 0,25 0,04 0,15 0,04 0,25 0,03 0,14 0,03
15 0,29 0,04 0,18 0,04 0,29 0,03 0,17 0,03
16 0,32 0,04 0,23 0,04 0,32 0,03 0,19 0,03
17 0,39 0,04 0,27 0,04 0,39 0,03 0,23 0,03
18 0,32 0,04 0,21 0,04 0,32 0,03 0,30 0,03
19 0,48 0,03 0,34 0,04 0,48 0,03 0,24 0,03
20 0,50 0,04 0,33 0,04 0,50 0,03 0,30 0,03
21 0,52 0,03 0,35 0,04 0,52 0,03 0,31 0,03
22 0,57 0,03 0,36 0,04 0,57 0,03 0,37 0,03
23 0,67 0,03 0,45 0,04 0,67 0,03 0,41 0,03

24 0,64 0,03 0,46 0,04 0,64 0,03 0,37 0,03
Los datos negativos significan que, a ese momento de experimentacion, la cantidad de la
sustancia de estudio esta por debajo del limite de deteccién.
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Tabla 29: Datos de la masa acumulada en el compartimento aceptor por unidad de area
(Q), y laincertidumbre de la medida. Réplicas de la 1 a la 5 del estudio del péptido

DM1.16

Tiempo| R1Q R1U R2Q R2U R3Q R3U R4Q R4 U R5Q R5U
(h) mg/cm? | mg/em? | mg/ecm? | mg/em? | mg/cm? | mg/em? | mg/em? | mg/cm? | mg/cm? | mg/cm?

x (101) | x (10%) | x (10Y) | x (10%) | x (10%) | x (10%) | x (10Y) | x (10%) | x (10%) | x (10%)

7 0,0 0,2 0,6 0,3 0,7 0,3 0,8 0,3 0,6 0,3
8 0,6 0,2 1,0 0,3 1,1 0,3 1,1 0,3 1,8 0,3
9 0,8 0,2 1,6 0,3 1,5 0,3 1,7 0,3 1,9 0,3
10 1,3 0,1 2,5 0,3 2,6 0,3 2,2 0,3 21 0,3
" 1,5 0,2 2,7 0,3 2,7 0,3 2,5 0,3 2,4 0,3
12 1,7 0,2 2,9 0,3 3,2 0,3 3.1 0,3 2,7 0,3
13 2,0 0,2 3,1 0,3 3,6 0,3 3,2 0,3 2,9 0,3
14 2,3 0,2 3,3 0,3 3,9 0,3 3,6 0,3 3,5 0,3
15 2,5 0,2 3,4 0,3 4,2 0,3 3,8 0,3 3,7 0,3
16 2,7 0,2 3,5 0,3 4,6 0,3 4,0 0,3 39 0,3
18 2,6 0,2 3,9 0,3 51 0,3 4,0 0,3 4,5 0,3
19 3,0 0,2 4,2 0,3 5,6 0,3 4,5 0,3 54 0,3
20 3,4 0,4 4.8 0,3 2,6 0,3 4,8 0,3 57 0,3
22 4,0 0,2 5,2 04 6,1 0,3 5,0 0,3 6,1 0,3
23 4,0 0,2 58 04 6,4 0,3 51 0,3 6,4 0,3
24 44 0,2 6,0 04 6,7 0,3 5,2 0,3 6,7 0,3

Tabla 30: Datos de la masa acumulada en el compartimento aceptor por unidad de area
(Q), y la incertidumbre de la medida. Réplicas de la 6 a la 8 del estudio del péptido

DM1.16.

Tiempo| R6Q R6 U R7Q R7U R8 Q R8 U
(h) mg/cm2 | mg/cm? | mg/cm?2 | mg/em2 | mg/cm? | mg/cm?
x (101) | x (10%) | x (10Y) | x (10%) | x (10%) | x (101)
8 0,0 0,5 0,0 0,1 0,0 0,5
9 0,0 0,5 0,9 0,4 0,4 0,5
10 0,6 0,5 1,3 0,4 0,6 0,6
11 1,1 0,5 1,5 0,5 1,6 0,5
12 1,6 0,5 1,8 0,5 1,7 0,5
13 2,1 0,5 0,7 0,5 1,8 0,5
14 2,6 0,5 11 0,5 2,4 0,5
15 3,1 0,5 11 0,5 2,5 0,5
17 4,2 0,5 1,9 0,5 2,6 0,5
19 4.4 0,5 2,4 0,5 3,1 0,5
20 47 0,5 2,9 0,5 3,4 0,5
21 49 0,5 3,5 0,5 41 0,5
22 51 0,5 3,4 0,5 42 0,5
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Tiempo| R6Q R6 U R7Q R7U R8 Q R8 U
(h) mg/cm2 | mg/cm2 | mg/cm2 | mg/cm2 | mg/cm2 | mg/cm?
x (101) | x (10Y) | x (10Y) | x (10%) | x (10%) | x (10Y)
23 54 0,5 3,5 0,5 4,4 0,5
24 52 0,5 4,3 0,5 4,6 0,5

Tabla 31: Datos de la masa acumulada en el compartimento aceptor, y la incertidumbre
de la medida. Réplicas de la 9 a la 12 del estudio del péptido DM1.16.

R9Q | ROU | R10Q | R1I0U | R11MQ | R11U | R12Q | R12U
Tiempo | mg/cm? | mg/cm? | mg/cm? | mg/cm? | mg/cm? | mg/cm? | mg/cm? | mg/cm?
(h) [ x@ol)|x@o0?)|x @0l |x(10?)|x 10| x (10| x (10" | x(10%)

0,4 0,3 0,0 0,3 0,1 0,3 0,0 0,3
0,5 0,3 0,2 0,4 0,4 0,3 0,2 0,3
0,2 0,3 0,3 0,4 0,7 0,3 0,5 0,3
10 0.1 0,3 0,2 0,4 1,2 0,3 0,4 0,3
1] 0,2 0,3 0,6 0,4 1,2 0,3 0,6 0,3
12| 0,6 0,3 1,2 0,4 2,0 0,3 1,2 0,3
141 0,9 0,3 1,5 0,4 2,4 0,3 1,6 0,3
15 1.3 0,3 1,7 0,4 2,8 0,3 1,8 0,3
16] 13 0,3 2,2 0,4 3,1 0,3 2,0 0,3
171 15 0,3 2,6 0,4 3,7 0,3 2,5 0,3
18] 13 0,3 2,1 0,4 3,1 0,3 3,3 0,3
19] 25 0,3 3,3 0,4 4,6 0,3 2,7 0,3
200 18 0,3 3,2 0,4 4,8 0,3 3,3 0,3
ANIA 0,3 34 0,4 5,0 0,3 3,5 0,3
22| 24 0,3 3,5 0,4 55 0,3 4,1 0,3
23| 23 0,3 4,3 0,4 6,4 0,3 4,5 0,3
24| 26 0,3 4,4 0,4 6,2 0,3 4,1 0,3
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Tabla 32: Datos de la masa acumulada en el compartimento aceptor, y la incertidumbre
de la medida. Réplicas de la 1 a la 5 del estudio del péptido DM1.18.

T"?'[:‘)W Rimg |[R1Umg| R2mg |[R2Umg| R3 mg [R3Umg| Ré mg |R4Umg| R5 mg | R5Umg
2 0,018| 0,005 0,036| 0,006| 0,015| 0,005 0,036 0,005 0,003| 0,005
3 0,028| 0,0056| 0,022| 0,006f 0,030| 0,005 0,022 0,005 0,004| 0,005
4 0,025| 0,006 0,019 0,006 0,020f 0,005 0,019 0,005 0,032| 0,005
5/ 0,014| 0,006| 0,019| 0,0056| 0,021 0,005/ 0,019| 0,005| 0,017 0,005
6 0,006/ 0,005| -0,015| 0,005| 0,021 0,005| -0,015| 0,005| 0,110 0,004
7 0,004| 0,005| -0,007| 0,005| -0,009| 0,005 -0,007| 0,005 0,136| 0,004
8| 0,014| 0,005| -0,013| 0,005| -0,007| 0,005 -0,013| 0,005 0,187| 0,004

10| -0,003| 0,005| -0,001 0,005/ 0,015 0,005| -0,001 0,005| 0,264, 0,004
12 0,028| 0,005| 0,025| 0,006| 0,043] 0,005 0,025 0,005 0,330| 0,004
14 0,031 0,004| 0,051 0,005/ 0,056 0,004| 0,051 0,005| 0,357 0,004
17 0,091 0,004 0,076| 0,005| 0,158| 0,004 0,076 0,005| 0,398 0,004
20 0,121 0,004 0,132| 0,004| 0,253| 0,004| 0,132 0,004 0,441 0,004
23 0,178| 0,004| 0,272| 0,004| 0,280 0,004 0,272 0,004| 0,471 0,004
24 0,211 0,004 0,322| 0,004| 0,297| 0,004 0,322| 0,004| 0504 0,004

Los datos negativos significan que a ese momento de experimentacion, la cantidad de la
sustancia de estudio esta por debajo del limite de deteccion.

Tabla 33: Datos de la masa acumulada en el compartimento aceptor e incertidumbre de
la medida. Réplicas de la 6 a la 10 del péptido DM1.18.

T'?Ln)po Rémg [R6Umg| RTmg |[R7Umg| R8mg [R8Umg| RImg |RIUmg| R10 mg R{Logu
2| 0,060| 0,005/ 0,033] 0,005 0017 0,005 0,022] 0,005 0,016] 0,005
3| 0,005 0,005/ 0,026 0005 0,050] 0,004/ 0,017] 0,005 0,049| 0,005
6] 0,091 0,004| 0,068 0,005 0,054] 0,004, 0,05 0,004 0,047 0,005
9] 0,055 0,005 0,032] 0,005 0,05]| 0,004 0,05 0,004 0,034 0,005
22| 0,300 0,004| 0,125] 0,005] 0,001 0,005/ 0,341 0,004| 0,260] 0,004
24| 0,295| 0,004] 0,05] 0,006| 0473] 0,004| 0,367 0,004 0,247 0,004
27] 0416| 0,004| 0,123] 0,005| 0559| 0,004 0460 0,004| 0,299] 0,004
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Ti‘?":')m Rémg |R6Umg| R7mg |R7Umg| R8mg |R8Umg| ROmg |R9Umg| R10 mg R:n"gu

29| 0442 0,004| 0,1193] 0,004| 0627 0,004| 0507| 0,004 0,334| 0,004

30| 0433] 0,004 0,164 0004| 0,629] 0,004 0,501 0,004 0,347 0,004

431 0,760 0,005] 0,252] 0,004| 0994| 0,006f 0,842] 0,005 0,5553| 0,004

Tabla 34: Datos de la masa acumulada por unidad de area (Q) y la incertidumbre de la
medida. Réplicas de 1 ala 5 del péptido DM1.18.

Tiempo| R1Q R1U R2Q R2U R3Q R3U R4 Q R4 U R5Q R5U
(h) mg/cm? | mg/em? | mg/em? | mg/em? | mg/cm? | mg/em? | mg/em? | mg/em? | mg/cm? | mg/ecm?
x (10%) | x (101) | x (10%) | x (10%) | x (10%) | x (101) | x (10%) | x (10%) | x (10 | x (10?)
2 0,01 0,04 0,01 0,05 0,01 0,04 0,03 0,04 0,03 0,04
3 0,02 0,04 0,03 0,05 0,03 0,04 0,02 0,04 0,03 0,04
4 0,02 0,04 0,03 0,05 0,02 0,04 0,02 0,04 0,03 0,04
S 0,01 0,04 0,02 0,05 0,02 0,04 0,02 0,04 0,09 0,04
6 0,05 0,04 0,02 0,05 0,02 0,04 0,07 0,05 1,10 0,04
7 0,03 0,04 0,07 0,05 0,08 0,04 0,07 0,05 1,35 0,05
8 0,11 0,04 0,10 0,05 0,06 0,04 0,1 0,05 1,86 0,05
10 0,24 0,04 0,67 0,06 0,15 0,04 0,1 0,05 2,62 0,06
12 0,22 0,04 0,92 0,06 0,42 0,04 0,27 0,04 3,28 0,07
14 0,25 0,04 1,63 0,06 0,54 0,04 0,56 0,04 3,55 0,08
17 0,74 0,04 2,77 0,07 1,52 0,05 083 0,05 3,96 0,08
20 0,97 0,04 3,85 0,1 2,44 0,06 1,45 0,05 4,38 0,09
23 1,44 0,04 3,88 0,1 2,70 0,07 3,00 0,07 4,69 0,10
24 1,70 0,05 4,36 0,1 2,86 0,07 3,54 0,08 5,01 0,10

Tabla 35: Datos de la masa acumulada por unidad de area (Q) y la incertidumbre de la

medida. Réplicas de 6 a la 10 del péptido DM1.18.

Tiempo| R6Q R6U R7Q R7U R8 Q R8 U R9 Q R9U R10Q | R10U
(h) mg/cm2 | mg/cm? | mg/cm2 | mg/em? | mg/cm? | mg/cm2 | mg/em? | mg/cm? | mg/em2 | mg/cm?
x (101) | x (101) | x (10%) | x (10%) | x (10%) | x (10%) | x (10%) | x (10%) | x (10" | x (10Y)
2 0,04 0,05 0,37 0,05 0,01 0,04 0,24 0,05 0,15 0,05
3 0,04 0,05 0,28 0,05 0,48 0,04 0,19 0,05 0,49 0,05
6 0,07 0,04 0,75 0,05 0,52 0,04 0,65 0,04 0,47 0,05
9 0,04 0,04 0,37 0,05 0,55 0,04 0,66 0,04 0,35 0,05
22 2,43 0,03 1,39 0,04 0,01 0,04 3,37 0,04 2,61 0,04
24 2,42 0,03 1,12 0,04 4,56 0,03 411 0,04 2,51 0,04
27 3,42 0,03 1,14 0,04 5,46 0,03 5,18 0,04 3,05 0,04
29 3,68 0,03 2,18 0,04 6,18 0,04 5,76 0,04 3,05 0,04
30 3,64 0,03 1,89 0,04 6,27 0,04 5,76 0,04 3,61 0,04
43 6,32 0,04 2,88 0,04 9,86 0,06 9,58 0,06 5,70 0,04
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Tabla 36: Datos de la masa acumulada por unidad de area en el compartimento aceptor,
y la incertidumbre de la medida. Réplicas de la 1 a la 5 del estudio del péptido DM1.14.

Tiempo| R1Q R1U R2Q R2U R3Q R3U R4 Q R4 U R5Q R5U
(h) mg/cm? | mg/em? | mg/lem? | mg/em? | mg/cm? | mg/em? | mg/em2 | mg/em? | mg/cm? | mg/cm?
3 0,14 0,05 0,26 0,06 0,25 0,06 0,22 0,06 0,20 0,05
4 0,42 0,04 0,54 0,06 0,56 0,06 0,49 0,06 0,47 0,05
S 0,60 0,04 0,82 0,06 0,83 0,06 0,70 0,05 0,63 0,05
6 0,84 0,04 1,08 0,06 1,12 0,06 0,95 0,05 0,82 0,05
7 1,04 0,05 1,40 0,07 1,39 0,06 1,24 0,06 1,04 0,05
8 1,27 0,05 1,53 0,07 1,68 0,07 1,42 0,06 1,30 0,05
9 1,44 0,05 1,63 0,07 1,85 0,07 1,51 0,06 1,49 0,06
10 1,52 0,05 1,75 0,07 2,02 0,07 1,65 0,06 1,52 0,06
11 1,59 0,05 2,25 0,07 2,17 0,07 2,05 0,07 1,75 0,06
12 1,31 0,05 1,79 0,07 2,05 0,01 1,51 0,06 1,65 0,06
13 1,50 0,05 1,80 0,07 2,05 0,01 1,41 0,06 1,61 0,06
14 1,81 0,06 1,96 0,07 1,78 0,01 2,01 0,07 1,81 0,06
15 1,58 0,06 1,97 0,07 2,37 0,01 1,71 0,06 1,94 0,07
17 1,77 0,06 2,22 0,08 2,62 0,01 2,51 0,08 2,19 0,07
18 1,98 0,06 2,16 0,08 2,68 0,01 2,10 0,07 2,23 0,07
19 1,98 0,06 2,41 0,08 2,86 0,01 2,24 0,07 2,39 0,08
20 2,04 0,06 2,47 0,08 2,94 0,01 2,30 0,07 2,44 0,08
21 2,08 0,06 2,60 0,09 2,99 0,01 2,33 0,08 2,57 0,08
22 2,20 0,06 2,63 0,09 3,07 0,01 2,39 0,08 2,64 0,08
23 2,33 0,06 3,10 0,10 3,01 0,01 2,39 0,08 2,64 0,08
24 2,16 0,06 2,69 0,09 3,06 0,01 2,47 0,08 2,68 0,08
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Tabla 37: Datos de la masa acumulada por unidad de area en el compartimento aceptor,
y la incertidumbre de la medida. Réplicas de la 6 a la 10 del estudio del péptido DM1.14.

Tiempo | R6 Q R6 U R7Q R7U R8 Q R8U R9 Q ROU | R10Q | R10U
(h) mg/cm2 | mg/cm? | mg/em2 | mg/em2 | mg/cm? | mg/cm2 | mg/em? | mg/cm? | mg/em2 | mg/cm?

2 0,15 0,06 0,03 0,01 0,04 0,08 0,03 0,08 0,01 0,07

8 0,11 0,06 0,15 0,01 0,17 0,08 0,12 0,08 0,07 0,07

10 0,10 0,06 0,16 0,01 0,16 0,08 0,14 0,08 1,24 0,07

11 0,91 0,06 1,26 0,03 1,34 0,08 1,16 0,07 0,94 0,07

12 0,97 0,06 1,44 0,04 1,30 0,08 1,26 0,07 1,2 0,07

13 0,94 0,06 1,51 0,04 1,55 0,08 1,44 0,07 0,98 0,07

14 1,06 0,06 1,53 0,04 1,70 0,08 1,58 0,08 1,09 0,07

15 1,20 0,06 1,79 0,05 1,78 0,08 1,62 0,08 1,05 0,07

16 1,27 0,06 2,01 0,05 1,72 0,08 1,57 0,08 1,17 0,07

17 1,29 0,06 2,02 0,05 1,79 0,08 1,71 0,08 1,25 0,07

18 1,45 0,06 2,35 0,05 1,79 0,08 1,41 0,07 1,76 0,07

19 0,92 0,06 2,13 0,05 1,75 0,08 1,76 0,08 0,94 0,07

20 1,29 0,06 2,45 0,06 2,12 0,08 2,24 0,08 1,25 0,07

21 1,47 0,06 2,58 0,06 2,26 0,08 2,38 0,08 1,42 0,07

22 1,52 0,06 2,65 0,06 2,23 0,08 2,25 0,08 1,40 0,07

23 1,52 0,06 2,67 0,06 2,16 0,08 2,21 0,08 1,41 0,07

24 1,54 0,06 2,72 0,06 2,38 0,08 2,28 0,08 1,53 0,07
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Tabla 38: Datos de la masa acumulada por unidad de area en el compartimento aceptor,
y la incertidumbre de la medida. Réplicas de la 11 a la 15 del estudio del péptido DM1.14.

Tiempo| R11Q | R11U | R12Q | R12U | R13Q | R13U | R14Q | R14U | R15Q | R15U
(h) mg/cm? | mg/em? | mg/em? | mg/em? | mg/cm? | mg/em? | mg/em? | mg/cm? | mg/cm? | mg/cm?
2 0,02 0,07 0,02 0,08 0,02 0,07 0,01 0,07 0,02 0,07
4 0,1 0,07 0,07 0,08 0,11 0,07 0,01 0,07 0,08 0,07
S 0,09 0,07 0,18 0,08 0,16 0,07 0,14 0,07 0,18 0,07
6 0,69 0,07 0,52 0,07 0,64 0,07 0,24 0,07 0,40 0,07
7 0,66 0,07 0,68 0,07 0,81 0,07 0,38 0,07 0,51 0,07
8 0,82 0,07 0,61 0,07 0,83 0,07 0,47 0,07 0,40 0,07
9 0,96 0,07 0,95 0,07 1,08 0,07 0,47 0,07 0,89 0,07
" 1,30 0,07 1,23 0,07 1,48 0,07 0,71 0,07 1,16 0,07
12 1,43 0,07 1,48 0,08 1,62 0,07 0,80 0,07 1,33 0,07
13 1,60 0,07 1,63 0,08 1,87 0,07 0,81 0,07 1,45 0,07
14 1,75 0,07 1,73 0,08 2,14 0,08 0,91 0,07 1,54 0,07
15 2,29 0,08 1,87 0,08 2,33 0,08 0,95 0,07 1,76 0,07
16 2,02 0,08 1,98 0,08 2,40 0,08 1,03 0,07 1,87 0,08
17 2,05 0,08 2,05 0,08 2,53 0,08 1,03 0,07 1,95 0,08
18 2,57 0,08 2,32 0,08 2,47 0,08 1,16 0,07 1,99 0,08
19 2,27 0,08 2,24 0,08 2,52 0,08 1,18 0,07 1,98 0,08
20 2,32 0,08 2,41 0,08 2,69 0,08 1,21 0,07 2,11 0,08
21 2,37 0,08 2,42 0,08 2,69 0,08 1,25 0,07 2,12 0,08
22 2,57 0,08 2,49 0,08 2,59 0,08 1,27 0,07 2,22 0,08
23 2,43 0,08 2,47 0,08 2,79 0,08 1,21 0,07 2,23 0,08
24 2,46 0,08 2,48 0,08 2,78 0,08 1,21 0,07 2,32 0,08
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Tabla 39: Datos de la masa acumulada en el compartimento aceptor, y la incertidumbre
de la medida. Réplicas de la 1 a la 5 del estudio del péptido DM1.14.

T"?'[:')m Rimg [R1Umg| R2mg |[R2Umg| R3mg |R3Umg| Rémg |R4Umg| R5mg | R5Umg
3 0,18 0,06 0,24 0,06 0,23 0,06 0,22 0,06 0,22 0,06
4 0,53 0,05 0,49 0,06 0,50 0,05 0,49 0,05 0,50 0,05
5 0,74 0,05 0,74 0,05 0,76 0,05 0,70 0,05 0,67 0,05
6 1,04 0,05 0,98 0,05 1,01 0,05 0,95 0,05 0,88 0,05
7 1,28 0,05 1,27 0,05 1,26 0,05 1,25 0,05 1,11 0,05
8 1,58 0,05 1,39 0,05 1,53 0,05 1,43 0,05 1,40 0,05
9 1,78 0,05 1,48 0,05 1,68 0,05 1,51 0,05 1,60 0,05

10 1,88 0,05 1,59 0,05 1,83 0,05 1,66 0,05 1,64 0,05
11 1,97 0,05 2,04 0,06 1,97 0,05 2,06 0,06 1,88 0,05
12 1,63 0,05 1,63 0,05 1,86 0,05 1,51 0,05 1,77 0,05
13 1,86 0,05 1,63 0,05 1,86 0,05 1,41 0,05 1,73 0,05
14 2,25 0,05 1,78 0,05 1,62 0,05 2,02 0,05 1,94 0,05
15 1,97 0,05 1,79 0,05 2,16 0,05 1,72 0,05 2,08 0,05
17 2,20 0,06 2,02 0,05 2,38 0,06 2,52 0,06 2,35 0,06
18 2,35 0,06 1,96 0,05 2,43 0,06 2,11 0,05 2,39 0,06
19 2,46 0,06 2,19 0,06 2,60 0,06 2,25 0,05 2,57 0,06
20 2,53 0,06 2,25 0,06 2,67 0,06 2,31 0,06 2,62 0,06
21 2,58 0,06 2,36 0,06 2,12 0,06 2,34 0,05 2,76 0,06
22 2,73 0,06 2,39 0,06 2,79 0,06 2,40 0,06 2,83 0,06
23 2,89 0,06 2,82 0,06 2,73 0,06 2,40 0,05 2,83 0,06
24 2,67 0,06 2,44 0,06 2,77 0,06 2,48 0,06 2,88 0,06

Tabla 40: Datos de la masa acumulada en el compartimento aceptor, y la incertidumbre
de la medida. Réplicas de la 6 a la 10 del estudio del péptido DM1.14.

T"’imm R6mg |R6Umg| R7mg |R7Umg| R8mg |R8Umg| ROmg |RIUmg | R10 mg R;Ogu
2| 002] 008] 003] o008] o004 007] 003] o008 o001] o007
8| o014] 007] 013] 008] o015 o007] o012] o008 007 008
10| o013] 007] o014] o008] o015 o007] o015 o008 133 o007
11| 113] o007] 114] o007] 121] o007] 147] o007 101] o007
2] 121] o007] 131] oo07] 118] o007] 126] o007 130 007
13 147] o0o07] 137] o007] 141 o007] 145] o007 105 o007
14]  132] o007] 139] o0o07] 18| o007] 15 o007 147 007
15| 148] o007] 163] 007] 162] o007] 162] 007 119 007
16| 158 007] 18] 007] 15| o007] 158 007 126 007
171 160] o007] 184 o007] 163 o007] 172] o007 134] o007
18] 180 007] 214] o007] 163 o007] 142] 007 190/ 006
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Ti‘?‘;:)m Rémg |R6Umg| R7mg |R7Umg| R8mg |R8Umg| ROmg |R9Umg | R10 mg R;OQU
19]  114] o007] 194] o007] 18] o007] 177] o007] 102] o007
20 1,60 0,07 2,23 0,06 1,93 0,06 2,25 0,06 1,35 0,07
21 1,83 0,07 2,35 0,06 2,05 0,06 2,39 0,06 1,53 0,07
22 1,88 0,07 2,41 0,06 2,03 0,06 2,26 0,06 1,50 0,07
23 1,89 0,07 2,42 0,07 1,96 0,06 2,22 0,07 1,52 0,07
24 1,91 0,07 2,47 0,06 2,16 0,06 2,30 0,06 1,64 0,07

Tabla 41: Datos de la masa acumulada en el compartimento aceptor, y la incertidumbre
de la medida. Réplicas de la 1 a la 5 del estudio del péptido DM1.14.

Tiempo

R11U

R12U

R13U

R14 U

(h) R11 mg mg R12 mg mg R13 mg mg R14 mg mg R15 mg Rr1|159U
2 0,02 0,08 0,03 0,08 0,02 0,07 0,00 0,07 0,02 0,08
4 0,11 0,07 0,08 0,08 0,12 0,07 0,01 0,07 0,08 0,08
5 0,10 0,07 0,19 0,08 0,17 0,07 0,15 0,07 0,18 0,08
6 0,75 0,07 0,54 0,08 0,66 0,07 0,25 0,07 0,42 0,07
7 0,71 0,07 0,70 0,07 0,84 0,07 0,40 0,07 0,53 0,07
8 0,89 0,07 0,63 0,08 0,86 0,07 0,49 0,07 0,42 0,07
9 1,03 0,07 0,99 0,07 1,13 0,07 0,48 0,07 0,93 0,07

11 1,40 0,07 1,28 0,07 1,54 0,06 0,74 0,07 1,21 0,07
12 1,54 0,07 1,54 0,07 1,69 0,06 0,83 0,07 1,38 0,07
13 1,72 0,07 1,69 0,07 1,95 0,06 0,84 0,07 1,51 0,07
14 1,87 0,07 1,80 0,07 2,22 0,06 0,95 0,07 1,60 0,07
15 2,46 0,06 1,94 0,07 2,42 0,06 0,99 0,07 1,83 0,07
16 2,17 0,06 2,06 0,07 2,49 0,06 1,07 0,07 1,95 0,07
17 2,20 0,06 2,13 0,07 2,63 0,06 1,07 0,07 2,03 0,07
18 2,76 0,06 2,41 0,07 2,56 0,06 1,20 0,07 2,07 0,07
19 2,45 0,06 2,33 0,07 2,61 0,06 1,22 0,07 2,07 0,07
20 2,49 0,06 2,50 0,07 2,79 0,06 1,26 0,07 2,20 0,07
21 2,54 0,06 2,52 0,07 2,79 0,06 1,30 0,07 2,21 0,07
22 2,76 0,06 2,58 0,07 2,69 0,06 1,32 0,07 2,31 0,06
23 2,61 0,06 2,56 0,07 2,90 0,06 1,26 0,07 2,32 0,07
24 2,64 0,06 2,58 0,07 2,89 0,06 1,26 0,07 2,41 0,06
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