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Resumen y Abstract  V 

 

 

Resumen 

En este trabajo se estudió el transporte de tres péptidos a través de una membrana 

sintética tipo piel (Strat-M® SKBM02560). 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 metodología en fase sólida 

(SPPS). El análisis de la estructura secundaria y el de algunas propiedades fisicoquímicas 

de los péptidos se hizo con herramientas de la bioinformática.  

Para el estudio del transporte a través de membrana se diseñaron celdas verticales de 

difusión tipo Franz. El transporte se llevó a cabo en presencia de solución amortiguadora 

de fosfato, a concentración isotónica con la sangre humana y a 37ºC. La caracterización 

del montaje experimental de las celdas de Franz y la implementación de la técnica analítica 

(RP-HPLC) para la cuantificación se hizo utilizando cafeína 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 área en función del 

tiempo. Después de someter a un análisis estadístico los datos experimentales, para tener 

confianza de que hay diferencias significativas en el transporte de las sustancias 

estudiadas, se estimaron los parámetros difusivos de la cafeína y de los péptidos mediante 

ajuste a la solución de un modelo tipo Fick, bajo la aproximación de dosis infinita.  

Los resultados obtenidos muestran que los parámetros difusivos hallados para cada 

sustancia tienen un valor característico, 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 administración tópica para ser usados en el 

tratamiento, o 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).  
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Abstract  

In this work, the transport of three different peptides through a synthetic membrane skin-

type (Strat-M® SKBM02560) 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) 

 



Contenido VII 

 

 

Contenido 

Pág. 

1. Antecedentes .......................................................................................................... 21 

2. Trabajo Experimental ............................................................................................. 45 

3. Tratamiento Estadístico de datos ......................................................................... 61 

4. Resultados .............................................................................................................. 93 

5. Análisis final ......................................................................................................... 107 

6. Conclusiones y Recomendaciones ..................................................................... 109 
 
Contenido 

1. Antecedentes .......................................................................................................... 21 
1.1 Estructura de la piel y mecanismos de transporte a través de ella ....................21 
1.2 Penetración de sustancias químicas a través del estrato córneo .......................22 
1.3 Administración transdérmica de fármacos .........................................................24 
1.4 Promotores de la penetración de fármacos a través de la piel...........................25 

1.4.1 Péptidos como promotores de la penetración por piel.................................... 26 
1.5 Mecanismos de transporte de los péptidos a través de la piel ...........................28 
1.6 Estudios in vitro de la penetración de sustancias químicas a través de la piel ...31 

1.6.1 Celdas de Difusión de Franz .......................................................................... 32 
1.6.2 Membranas para el estudio de la entrega de fármacos a través de la piel ..... 33 

1.7 Ajuste de datos experimentales a modelos matemáticos ..................................37 
1.7.1 Modelo de dosis infinita ................................................................................. 39 
1.7.2 Modelo de dosis finita. ................................................................................... 41 
1.7.3 Modelos farmacocinéticos ............................................................................. 42 
1.7.4 Modelos basados en QSPR ........................................................................... 43 

2. Trabajo Experimental ............................................................................................. 45 
2.1 Síntesis de péptidos en fase sólida (SPPS).......................................................45 

2.1.1 Reactivos ....................................................................................................... 46 
2.1.2 Protocolo para la síntesis de péptidos ........................................................... 46 
2.1.3 Caracterización de la estructura secundaría de péptidos sintetizados ........... 51 

2.2 Estudios de Transporte .....................................................................................51 
2.2.1 Protocolo de los experimentos de transporte ................................................. 54 

2.3 Determinación analítica de la concentración de las muestras por HPLC-RP .....57 

3. Tratamiento Estadístico de datos ......................................................................... 61 



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

 

 

3.1 Curva de calibración para la determinación de la concentración de cada 
sustancia por HPLC-RP............................................................................................... 61 
3.2 Criterio estadístico para el uso de la curva de calibración ................................. 62 

3.2.1 Ejemplo: Construcción de la curva de calibración para el péptido DM1.14 e 
implementación del criterio estadístico. .................................................................... 64 

3.3 Cálculo del límite de detección y el límite de cuantificación de las sustancias de 
estudio......................................................................................................................... 66 

3.3.1 Ejemplo de estimación del límite de detección y cuantificación para el péptido 
DM1.14 .................................................................................................................... 68 

3.4 Cálculo de las cantidades acumuladas asociadas al transporte de la sustancia a 
través de la membrana ................................................................................................ 69 

3.4.1 Ecuaciones para el cálculo de la masa acumulada en el compartimento 
receptor ................................................................................................................... 70 
3.4.2 Estimación de la incertidumbre de la cantidad de masa transportada ........... 71 
3.4.3 Cálculo del porcentaje de sustancia que se transportó a través de la 
membrana e incertidumbre ...................................................................................... 73 
3.4.4 Cálculo de la cantidad de sustancia transportada por unidad de área (Q) e 
incertidumbre ........................................................................................................... 75 

3.5 Análisis de la consistencia estadística de las réplicas durante el proceso de 
muestreo ..................................................................................................................... 76 

3.5.1 Distribución de los datos ............................................................................... 77 
3.5.2 Comparación entre los modelos de tendencia ............................................... 79 
3.5.3 Análisis de las diferencias significativas de las tendencias en la media de los 
distintos compuestos ............................................................................................... 80 

3.6 Análisis gráfico de los promedios de Q para cada una de las sustancias de 
estudio......................................................................................................................... 83 

3.6.1 Análisis del transporte de la cafeína como molécula de control ..................... 83 
3.6.2 Análisis gráfico de los estudios de transporte para el péptido DM1.14 . ........ 85 
3.6.3 Análisis gráfico de los estudios de transporte para el péptido DM1.16 . ........ 87 
3.6.4 Análisis gráfico de los estudios de transporte del péptido DM1.18 ................ 89 
3.6.5 Comparación entre los comportamientos difusivos de las cuatro sustancias. 91 

4. Resultados ............................................................................................................. 93 
4.1 Síntesis de péptidos .......................................................................................... 93 

4.1.1 Estimación de las propiedades fisicoquímicas de los péptidos sintetizados 
mediante herramientas bioinformáticas. ................................................................... 95 
4.1.2 Caracterización de la estructura secundaria de los péptidos por dicroísmo 
circular ..................................................................................................................... 98 

4.2 Resultados de los estudios de transporte........................................................ 100 
4.2.1 Parámetros difusivos hallados experimentalmente ...................................... 100 
4.2.2 Parámetros analíticos hallados mediante la segunda ley de Fick ................ 103 

5. Análisis final ......................................................................................................... 107 

6. Conclusiones y Recomendaciones .................................................................... 109 
6.1 Conclusiones .................................................................................................. 109 
6.2 Recomendaciones .......................................................................................... 110 

 

 
 



Contenido IX 

 

 

 
 
 
 



Contenido X 

 

 

Lista de figuras 

Pág. 
 

Figura 1: Estructura básica de capas de la piel. .............................................................. 22 

Figura 2: Vías de penetración transepidérmicas del estrato córneo. ............................... 23 

Figura 3: Representación de las partes de una celda de Franz. ...................................... 33 

Figura 4: Modelo dermatocinético de un solo compartimento. ......................................... 43 

Figura 5: Esquema que describe las reacciones químicas en la síntesis de péptidos en 

fase sólida. ...................................................................................................................... 48 

Figura 6: Protocolo para la síntesis de péptidos en fase sólida ....................................... 50 

Figura 7: Protocolo experimental de los estudios de transporte ...................................... 56 

Figura 8: Protocolo para la construcción de las curvas de calibración. ............................ 59 

Figura 9: Determinación de la concentración de una muestra mediante el uso de la curva 

de calibración. ................................................................................................................. 60 

Figura 10: Tendencia en la media de cada una de las sustancias estudiadas................. 80 

Figura 11:Diferencia entre los comportamientos en medias de los distintos compuestos.

 ....................................................................................................................................... 82 

Figura 12: Modificación en las secuencias peptídicas. .................................................... 94 

Figura 13: Modelos de rueda helical de los péptidos sintetizados. .................................. 96 

Figura 14: Modelo tridimensional de la estructura secundaría del péptido DM1.14. ........ 97 

Figura 15: Modelo tridimensional de la estructura secundaría del péptido DM1.16. ........ 97 

Figura 16: Modelo tridimensional de la estructura secundaría del péptido DM1.18. ........ 97 

Figura 17: Espectros Dicroísmo circular 30% TFE, a temperatura ambiente. .................. 99 

 

  



Contenido XI 

 

 

 

Lista de Gráficas 

Pág. 
Gráfica 1: Concentración de las soluciones de referencia y las halladas por regresión 

lineal para la curva de calibración del péptido DM1.14. ...................................................65 

Gráfica 2: Promedio de la cantidad acumulada por unidad de área (Q), versus el tiempo 

de experimentación del estudio de transporte de la cafeína. ...........................................84 

Gráfica 3: Promedio de las cantidades acumuladas por unidad de área (Q), versus el 

tiempo de experimentación del estudio de transporte del péptido DM1.14. .....................86 

Gráfica 4: Promedio de las cantidades acumuladas por unidad de área del péptido 

DM1.16 versus el tiempo de experimentación. ................................................................88 

Gráfica 5: Promedio de las cantidades acumuladas por unidad de área del péptido 

DM1.18 versus el tiempo de experimentación. ................................................................91 

Gráfica 6: Comparación entre los promedios acumulados por unidad de área Q para cada 

sustancia estudiada. ........................................................................................................92 

Gráfica 7: Porción lineal de la curva del perfil difusivo de la cafeína. ............................. 102 

Gráfica 8: Comparación entre los perfiles difusivos experimentales y los hallados a partir 

de la solución analítica del modelo de dosis infinita para el péptido DM1.14 ................. 104 

Gráfica 9. Comparación entre los perfiles difusivos experimentales y los hallados a partir 

de la solución analítica del modelo de dosis infinita para el péptido DM1.16 ................. 104 

Gráfica 10. Comparación entre los perfiles difusivos experimentales y los hallados a partir 

de la solución analítica del modelo de dosis infinita para el péptido DM1.18. ................ 105 

 



Contenido XII 

 

 

Lista de tablas 

Pág. 
 

Tabla 1: Algunas secuencias peptídicas estudiadas en el transporte a través de 

membranas tipo piel sintéticas y animales. ..................................................................... 29 

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

químicas. ........................................................................................................................ 34 

Tabla 3: Estructura primaria y masa molar de los péptidos sintetizados.......................... 47 

Tabla 4: Parámetros de diseño de las celdas de difusión de Franz ................................. 53 

Tabla 5: Condiciones de operación para el análisis por HPLC-RP de las sustancias de 

trabajadas ....................................................................................................................... 58 

Tabla 6: Señales de respuesta de cada una de las soluciones de referencia del péptido 

DM 1.14 y las concentraciones estimadas a partir de la regresión lineal. ........................ 64 

Tabla 7: Señales de respuesta de cada una de las soluciones de referencia para la 

estimación del límite de detección del péptido DM1.14. .................................................. 68 

Tabla 8: Límites de detección y cuantificación, en mg/mL, para el análisis por HPLC-RP 

de las sustancias estudiadas. ......................................................................................... 69 

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

 ....................................................................................................................................... 71 

Tabla 10: Medidas del porcentaje acumulado y su incertidumbre en la réplica 12 del 

estudio del transporte del péptido DM1.14. ..................................................................... 74 

Tabla 11: Medidas de Q (mg/cm2) y su incertidumbre para la réplica 12 del estudio del 

péptido DM.1.14 .............................................................................................................. 75 

Tabla 12: Especificación de la obtención de la población de datos ................................. 76 

Tabla 13: Resultados de la prueba de normalidad de Shapiro Wilks. .............................. 77 

Tabla 14: Promedio de las cantidades acumuladas (en mg y mg/cm2 (Q)) y sus 

desviaciones estándar del estudio de transporte de la cafeína. ...................................... 84 

Tabla 15: Promedio de las cantidades acumuladas (en mg y mg/cm2 (Q)) en el 

compartimento receptor para cada tiempo y sus desviaciones estándar del estudio del 

transporte del péptido DM1.14. ....................................................................................... 86 

Tabla 16: Promedio de las cantidades acumuladas (en mg y mg/cm2 (Q)) en el 

compartimento receptor para cada tiempo y sus desviaciones estándar del estudio del 

transporte del péptido DM1.16. ....................................................................................... 89 

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

compartimento receptor para cada tiempo y sus desviaciones estándar del estudio del 

transporte del péptido DM1.18. ....................................................................................... 90 



Contenido XIII 

 

 

Tabla 18: Rendimientos de las síntesis de los péptidos de este estudio ..........................95 

Tabla 19: Parámetros fisicoquímicos de las secuencias sintetizadas, a partir [126], [127].

 ........................................................................................................................................95 

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

 ...................................................................................................................................... 102 

Tabla 21: Parámetros difusivos hallados experimentalmente y los hallados a partir del 

ajuste de los datos a la solución analítica del modelo.................................................... 103 

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 Cafeína. .................................... 111 

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 Cafeína ................................... 112 

Tabla 24: Datos de la masa acumulada por unidad de área (Q), en el compartimento 

aceptor, y la incertidumbre de la medida. Réplicas de la 1 a la 5 del estudio de la Cafeína.

 ...................................................................................................................................... 113 

Tabla 25: Datos de la masa acumulada por unidad de área (Q), en el compartimento 

aceptor, y la incertidumbre de la medida. Réplicas de la 6 a la 10 del estudio de la 

Cafeína.......................................................................................................................... 114 

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. .......................... 115 

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. .......................... 115 

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.......................... 116 

Tabla 29: Datos de la masa acumulada en el compartimento aceptor por unidad de área 

(Q), y la incertidumbre de la medida. Réplicas de la 1 a la 5 del estudio del péptido 

DM1.16.......................................................................................................................... 117 

Tabla 30: Datos de la masa acumulada en el compartimento aceptor por unidad de área 

(Q), y la incertidumbre de la medida. Réplicas de la 6 a la 8 del estudio del péptido 

DM1.16.......................................................................................................................... 117 

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.......................... 118 

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. .......................... 119 

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. ............................................... 119 

Tabla 34: Datos de la masa acumulada por unidad de área (Q) y la incertidumbre de la 

medida. Réplicas de 1 a la 5 del péptido DM1.18. ......................................................... 120 

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

medida. Réplicas de 6 a la 10 del péptido DM1.18. ....................................................... 120 

Tabla 36: Datos de la masa acumulada por unidad de área en el compartimento aceptor, 

y la incertidumbre de la medida. Réplicas de la 1 a la 5 del estudio del péptido DM1.14.

 ...................................................................................................................................... 121 



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

 

 

Tabla 37: Datos de la masa acumulada por unidad de área en el compartimento aceptor, 

y la incertidumbre de la medida. Réplicas de la 6 a la 10 del estudio del péptido DM1.14.

 ..................................................................................................................................... 122 

Tabla 38: Datos de la masa acumulada por unidad de área en el compartimento aceptor, 

y la incertidumbre de la medida. Réplicas de la 11 a la 15 del estudio del péptido DM1.14.

 ..................................................................................................................................... 123 

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. .......................... 124 

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. ........................ 124 

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. .......................... 125 

 

 



Contenido XV 

 

 

Lista de Símbolos y abreviaturas 

 

Símbolos con letras latinas 
 
Símbolo Término Unidad  Definición 

A Área cm2 Sección 1 

Aj Respuesta observada mAU Sección 3 

B0 Respuesta a concentración cero  mAU Sección 3 

B1 Pendiente de la regresión lineal  Sección 3 

Cv Concentración en el vehículo mg/mL Sección 1 

C0 Concentración inicial en el donor mg/mL Sección 1 

CL Concentración en el límite mg/mL Sección 3 

Cj Concentración de la muestra j mg/mL Sección 3 

D Coeficiente de difusión cm2/h Sección 1 

hv Altura de la formulación en el donor cm Sección 1 

J Flujo de materia mg/cm2h Sección 1 

Jss Flujo en estado estacionario mg/cm2h Sección 1 

kp Coeficiente de permeabilidad cm/h Sección 1 

l Longitud del camino de difusión cm  

LC Límite de detección mg/mL Sección 3 

LD Límite de cuantificación mg/mL Sección 3 

M∞ Masa aplicada en el donor mg Sección 1 

pacum Masa acumulada en el receptor mg  

Q 
Masa cumulada en el receptor por unidad 
de área 

mg/cm2 Sección 3 

tlat Tiempo de latencia s  Sección 1 

k Constante para LC y LD  Sección 3 

K Coeficiente de reparto  Sección 1 

S Desviación estándar  Sección 3 

Sxx Suma de cuadrados de los residuales  Sección 3 

Ui Incertidumbre de la medida i  Sección 3 

Vi Volumen de i cm3 Sección 3 

 

 
Abreviaturas 
 
Abreviatura Término 
SC Estrato córneo 
SPEPs Skin penetrating enhancer peptides 
Fmoc 9-fluoroenilmetoxicarbonilo 
HPLC High-performance liquid chromatography 



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

 

 

Abreviatura Término 
CPP Cell penetrating peptides 
TFA Ácido trifluoroacético 
DCC Diclorometano 
DMF Dimetilformamida 
IPA Isopropanol 
DCC N,N´-diciclohexilcarbodiimida 
HOBt 1-hidroxibenzotriazol 
J Flujo de soluto a través de la membrana 
kp Coeficiente de Permeabilidad 

km 
Coeficiente de reparto entre el estrato 
corneo y el vehículo 

Cv Concentración del permeante en el vehículo 

QSPRs 
Quantitative structure permeability 
relationships 

 

 



Introducción 17 

 

 

Introducción 

El conocimiento de las interacciones entre membranas biológicas y agentes permeantes 

es esencial, tanto para el diseño de nuevas moléculas como para la formulación de agentes 

terapéuticos. Las sustancias suministradas por vía externa con objetivo terapéutico tienen 

que atravesar diferentes barreras biológicas para llegar al sitio de acción, desde la más 

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 biológicas. El mecanismo de transporte se puede entender como 

una secuencia lógica de pasos o etapas que explican el proceso, basándose cada una de 

ellas en la descripción 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 química cuántica [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 

dinámica molecular, tanto de equilibrio (EMD) como de no equilibrio (NEMD), es también 

una herramienta computacional valiosa en el estudio de las interacciones moleculares, ya 

que permite evaluar aspectos cinéticos y energéticos del proceso [6]. Por otra parte, los 

métodos experimentales, como lo es la microcalorimetría de titulación isotérmica, son 

ampliamente utilizados para evaluar las características cinéticas y energéticas de las 

interacciones entre sustancias químicas y membranas, ya sean de origen natural o 

sintético [7, 8].   

En el estudio de la permeabilidad de membranas biológicas por fármacos se utilizan 

diferentes modelos in vitro e in vivo para determinar perfiles de absorción, coeficientes de 

permeabilidad y reparto, parámetros cinéticos y de transporte [9, 10]. Para la 

caracterización de la administración transdérmica de fármacos se utilizan modelos 
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farmacocinéticos que ayudan a establecer la dosis y tiempo de administración, según los 

procesos de liberación, absorción, distribución, metabolismo y excreción a que es sometido 

el fármaco [2]. El uso adecuado de estos modelos demanda conocer parámetros 

relacionados con la permeabilidad y cinética del transporte a través de membranas [11, 

12]. Si bien la administración 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 degradación de las sustancias, la administración de medicamentos por vía oral 

puede acarrear algunos efectos adversos en el cuerpo humano, como toxicidad, 

alteraciones metabólicas o procesos inflamatorios, [16]. Por lo anterior la administración 

transdérmica de fármacos se ha convertido en una alternativa válida 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 parásito Leishmania panamensis. 

Nuestro propósito es estudiar el transporte de estos péptidos 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 permitirán proponer si la administración transdérmica es una alternativa 

viable para el tratamiento de enfermedades parasitarias.  
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Objetivo General 

Determinar los parámetros difusivos del transporte, a través de membrana tipo piel, de 

péptidos derivados de la Dermaseptina. 

Objetivos Específicos 

• A partir de los derivados de la Dermaseptina, DM1.4 Y DM1.6, establecer las 

secuencias peptídicas a sintetizar, conservando el fragmento de la molécula 

original que le confiere actividad biológica. 

• Evaluar experimentalmente el transporte a través de una membrana tipo piel de los 

péptidos sintetizados. 

• Determinar los parámetros difusivos experimentales mediante ajuste al modelo 

difusivo de Fick.
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1. Antecedentes 

La piel es el órgano más grande del cuerpo humano, de estructura compleja y con la 

función 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 función 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 penetración o absorción y el transporte de sustancias químicas a través de la piel 

depende de la naturaleza molecular de las mismas; generalmente las moléculas lipofílicas 

de bajo peso molecular son las que presentan mejor difusión 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 fisiológica 

de la piel y del desarrollo de modelos de transporte, tanto teóricos como experimentales 

[24, 25]. 

 

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

 

Morfológicamente la piel está compuesta de cuatro capas: una capa externa delgada o 

estrato córneo, la epidermis, la dermis y el tejido subcutáneo o hipodermis. A su vez la 

epidermis está compuesta por subcapas: estrato basal, estrato espinoso, estrato 

granuloso, estrato lúcido, y la capa más externa conocida como estrato córneo (SC por 

sus siglas en inglés) [22, 23], ver la figura 1. 
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Figura 1: Estructura básica de capas de la piel. 

 

Elaboración propia a partir de [26] 

La penetración de una sustancia química a través de la piel comienza con la absorción 

rápida sobre la superficie del estrato corneo, seguida de una difusión lenta a través del 

mismo y finalmente una difusión rápida a través las capas de la dermis, la hipodermis y las 

paredes capilares, que son más permeables que el estrato córneo; así que es el estrato 

córneo el que limita la velocidad de la difusión [27]. Una sustancia también puede atravesar 

la piel a través de los folículos pilosos y los conductos sudoríparos, y aunque ésta vía es 

mucho más rápida, no hay demasiados folículos o conductos por unidad de superficie 

(menos de un 0,1% [28]); así que se considera que ésta ruta no contribuye 

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

1.2 Penetración de sustancias químicas a través del 
estrato córneo 

El estrato córneo (SC) es el principal responsable de la función de barrera protectora de la 

piel, esto debido a la naturaleza de los lípidos intercelulares de los que está compuesto 

[29]; el SC consta de 15-25 capas de células llamadas corneocitos. Las dimensiones de 

cada célula son de más o menos 30 µm  a 50 µm de diámetro y de 0,2 µm  a 0,5 µm de 

espesor [30]. Por lo anterior, un gran número de investigaciones se orientan a entender el 

transporte de sustancias químicas a través del estrato córneo [20]. 
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La penetración de sustancias químicas a través del estrato córneo se puede dar mediante 

cuatro mecanismos, clasificados en dos tipos de vías: (a) la vía transepidérmica (ver la 

figura 2), que comprende a los espacios intercelulares y a través de las células de la 

epidermis y, (b) la vía transapendicular que consiste en el transporte a través de los 

folículos pilosos o de los conductos sudoríparos (ver la figura 1),  [23, 26, 31].  

Figura 2: Vías de penetración transepidérmicas del estrato córneo. 

 

 Elaboración propia a partir de [26]. 

Se cree que la mayoría de las sustancias difunden a través de la piel siguiendo la vía 

transepidérmica, principalmente por los espacios intercelulares del estrato córneo a través 

de la bicapa lipídica [26, 32]. El transporte por esta ruta se da por fluctuaciones en la 

densidad de las cadenas lipídicas, formándose un tipo de  “bolsillo” por el cual pasaría la 

sustancia; este mecanismo de transporte se considera limitado a sustancias con pesos 

moleculares por debajo de 400 Da [31]. A pesar de que esta ruta intercelular implica un 

camino tortuoso, es mucho más probable que la  ruta transcelular, pues ésta última implica 

el paso de la sustancia por zonas hidrofílicas y lipofílicas [19], aumentando la complejidad 

de las interacciones intermoleculares, lo que limita el tipo de sustancias que pueden 

atravesar el estrato córneo por esta vía. 
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La vía transapendicular consiste en el transporte a través los folículos pilosos y los 

conductos  sudoríparos, según algunos estudios por ésta vía pasan principalmente las 

sustancias hidrofílicas [31], contrario a lo que se pensaba hace algunos años que eran las 

moléculas hidrofóbicas de gran tamaño las que atravesaban la piel por ésta ruta [19]; sin 

embargo la contribución al transporte por ésta ruta es muy baja, debido a la pequeña 

superficie que ocupan los folículos pilosos en ciertas zonas anatómicas y la escasez de las 

glándulas sudoríparas [33, 34]. 

 

Para lograr una entrega transdérmica eficiente de un fármaco es preciso entender que la 

piel es un tipo de membrana selectiva, además que las características moleculares de la 

sustancia a transportarse y sus interacciones con los constituyentes de la piel determinarán 

las rutas que le son permitidas y que tal vez sean energéticamente favorables. Por lo tanto, 

para aumentar el transporte de fármacos a través de la piel es común el uso de promotores 

de la penetración, que han de ser elegidos de forma que disminuyan temporalmente la 

barrera protectora de la piel; también en este sentido el entendimiento de la morfología de 

la piel y, las interacciones moleculares entre el promotor, la membrana y la sustancia 

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

1.3 Administración transdérmica de fármacos  

La vía percutánea o transdérmica busca ingresar un fármaco al torrente sanguíneo o su 

acumulación en las capas de la piel, según la necesidad terapéutica. Las ventajas de esta 

vía de administración de medicamentos son: la posibilidad de una acción terapéutica 

prolongada, pocas fluctuaciones en las concentraciones del principio activo en sangre, 

mejor asimilación 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 acción 

[18, 37].  

No son muchos los medicamentos que en la actualidad se comercializan como sistemas 

de administración transdermal, el principal desafío en esta dirección tiene que ver con la 

mejora de la penetración de una gran diversidad de macromoléculas y de moléculas 

hidrofílicas, las cuales tienen una absorción 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 penetración de fármacos a través 
de la piel 

 La mayoría de las sustancias de interés farmacéutico no pueden atravesar por sí solas 

una barrera como la piel, por lo tanto, la elección de un sistema terapéutico debe cumplir 

con varias características, entre ellas contar con un promotor de la penetración. El 

promotor debe ser una sustancia farmacológicamente inerte, no tóxica, no irritante, y que 

no comprometa de forma permanente la función de barrera de la piel [25, 24, 35]. Los 

promotores de la penetración pueden ser de naturaleza física o química y se administran 

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

Los promotores de la penetración de tipo físico, o métodos activos, son estímulos 

mecánicos aplicados sobre un área determinada de la piel. El ultrasonido, por ejemplo, 

promueve el transporte de moléculas de bajo peso molecular a bajas frecuencias de 

radiación [39]. Otras técnicas de naturaleza física buscan inducir la creación de poros 

temporales en el estrato córneo. Esto se logra por medio de distintos estímulos aplicados 

directamente sobre la piel, ya sean eléctricos, magnéticos o de micro punción, como son 

la electroporación, la magnetoforesis y las microagujas [17]. Estos métodos físicos pueden 

tener algunas complicaciones, entre las que se han reportado: la sensación de hormigueo,  

calor, enrojecimiento prolongado de la piel e irritación, además es de difícil aplicación en 

áreas grandes de piel [40]. 

Los métodos químicos, o métodos pasivos, consisten en el uso de sustancias químicas 

(CPEs, Chemical Penetration Enhancers) que pueden modificar temporalmente las 

propiedades del estrato córneo, ya sea por fluidización de los lípidos o por reorganización 

de la estructura secundaria de las proteínas [41]. Consecuencia de la interacción entre el 

promotor químico y el fármaco, este último puede adquirir alguna característica o 

conformación molecular que lo hace activo para la permeación de la piel. Se han estudiado 

alrededor de 400 sustancias químicas, que han demostrado mejorar  la permeabilidad del 

estrato córneo [42], entre ellas, por ejemplo el dimetilsulfóxido, que es soluble tanto en 

agua como en solventes orgánicos, gracias a esto atraviesa la dermis y las membranas 

celulares con facilidad, el ácido hialurónico y algunos ácidos grasos, que gracias a su bio-

compatibilidad con la piel han demostrado también ser eficaces para mejorar la 

permeabilidad del estrato córneo.  



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

 

 

Los potenciadores químicos de la permeabilidad abarcan una amplia gama de funciones 

químicas, tales como: sulfóxidos, glicoles, alcoholes, terpenos y moléculas especialmente 

diseñadas  para éste fin [24, 25, 39, 41]. Sin embargo, deben hacerse estudios cuidadosos 

de los posibles efectos secundarios antes utilizar algún promotor de la permeabilidad  [36, 

41]. 

1.4.1 Péptidos como promotores de la penetración por piel 

Los péptidos son excelentes candidatos para ser usados como agentes de administración 

de fármacos a través de la piel, ya que exhiben una menor probabilidad de causar 

reacciones adversas en el organismo, son susceptibles de ser diseñados, sintetizados y 

además se pueden conjugar con relativa facilidad a otros medicamentos [43]. Por lo 

anterior, los péptidos mejoradores de la penetración por piel (SPEPs , Skin Penetrating 

Enhancer Peptides), son considerados hoy en día  una de las mejores estrategias para la 

entrega de macromoléculas a través de la piel [44]. 

Los SPEPs se clasifican en tres categorías, según el origen de su descubrimiento: (a) 

péptidos de penetración celular (CPP, Cell Penetrating Peptides), (b) péptidos 

antimicrobianos (AMPs, antimicrobial peptides) y, (c) los provenientes de la tecnología de 

presentación sobre bacteriófagos o “Phage peptides” [45]. 

 

Péptidos de penetración celular como promotores del trasporte de sustancias 

químicas a través de la piel  

 

Los CPP son péptidos pequeños que atraviesan la membrana celular eucariota.  Los 

primeros CPP  estudiados en la penetración 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 

aminoácidos, son de naturaleza catiónica debido a los aminoácidos de carácter básico que 

son comunes en sus secuencias [47]. Las cargas positivas en la estructura favorecen la 

interacción electrostática con los fosfolípidos de la membrana celular que están cargados 

negativamente [52]; además estos péptidos tienen carácter anfipático, que se genera a 

partir de la estructura primaria por la presencia de aminoácidos polares y apolares, o por  

la conformación de la estructura secundaría que posiciona los residuos hidrofóbicos a un 

lado de la molécula y los hidrofílicos al lado opuesto [53].  
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En relación 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 carácter hidrófilo como el péptido P20 (WLRRASAPLPGLK). El P20 se 

absorbe en piel de oreja de cerdo si está 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 está en que los 

péptidos  YARA y  TAT  son de transducción celular o CPP mientras que en el péptido YKA 

no se observa tal característica [46]. Un estudio posterior mostró que los péptidos YARA 

(YARAAARQARA) y WLR (WLRRIKAWLRRIKAWLRRIKA) mejoraron la penetración por 

piel del péptido P20 (WLRRASAPLPGLK) sin necesidad de estar enlazados 

covalentemente a éste [49].  

La coadministración de los CPP con otros péptidos abrió la posibilidad a la administración 

transdérmica de un importante número de sustancias con baja absorción en el estrato 

córneo, tal es el caso del ARN de interferencia (siRNA, short interfering RNA). La aplicación 

tópica de siRNA es de particular interés por su potencial terapéutico en trastornos cutáneos 

[54]. Se coadministró siRNA con el CPP TAT y con el péptido AT1002 que es un modulador 

de unión estrecha (tight junction modulator) en piel de rata [54], el estudio mostró que el 

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

 

Lo anterior demuestra que la coadministración de sustancias químicas con CPP (sin 

enlazarse covalentemente) es posible, lo cual desde una perspectiva práctica traería 

interesantes ventajas, pues la conjugación implica modificación de la estructura secundaría 

del péptido y por lo tanto de sus propiedades [53], además es más simple la formulación 

coadministrando los péptidos que enlazándolos químicamente [49].  

 

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

 

Las pruebas de penetración de bacteriófagos (virus bacterianos de aproximadamente 

800nm) son populares en la identificación de péptidos. Por ejemplo, se identificó el péptido 

T2 (LVGVFH) a partir de pruebas de penetración de bacteriófagos en piel de rata. Los 

bacteriófagos que contenían al péptido T2 penetraban la piel, pero luego de modificar el 

extremo C terminal del péptido, cambiando el aminoácido histidina por alanina, el T2 perdió 

la capacidad de transportarse. El anterior resultado permitió 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 identificó 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 logró 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 fármacos macromoleculares alcancen la circulación 

sistémica. [56]. 

 

La coadministración de siRNA  con el péptido TD-1 (ACSSSPSKHCG) [57], en piel de rata, 

muestra una distribución uniforme de concentración del TD-1 y siRNA, desde la epidermis 

hasta el tejido subcutáneo, con evidencia de que la penetración no se dio a través del 

estrato córneo sino a través de los folículos pilosos y los conductos sudoríparos, sin 

embargo la aplicación clínica de este estudio es limitada, pues hay 25 veces más folículos 

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

 

La entrega transdérmica de siRNA se estudió también al unirlo mediante un enlace 

covalente al péptido SPACE (skin permeating and cell entering, ACTGSTQHQCG) [58–

60]. Cuando este péptido se enlazó covalentemente a siRNA en piel de oreja de cerdo  

mejoró la absorción de  siRNA en el estrato córneo [38]. 

En otros estudios el péptido SPACE conjugado a estreptavidina  (macromolécula de 159 

aminoácidos),  mostró que la estructura  estreptavidina-SPACE atraviesa el estrato córneo 

localizándose en la dermis y la epidermis [59].  Este resultado sugiere que este péptido 

puede transportar macromoléculas a través de la piel, si están enlazadas a éste, no 

obstante, no se ha demostrado lo mismo para la coadministración con este péptido.  

El uso de los péptidos como mejoradores de la penetración por piel ha ampliado la 

posibilidad en el uso de macromoléculas en diversos fines terapéuticos, según se quiera 

acumulación en el estrato córneo o que el fármaco 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 penetración de los péptidos 

por piel, a la fecha no se conoce exactamente la forma de acción de éstos. En general la 

interacción de SPEPs con la piel, y su función como potenciadores de la penetración, 
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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 está 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 aminoácido arginina promueven la 

unión a las superficies celulares cargadas negativamente por interacciones electrostáticas 

[48]. Algunos estudios llevados a cabo con oligómeros cortos de arginina demuestran que 

estos transportan fármacos terapéuticos a través del estrato córneo y ayudan a su 

distribución a lo largo de la epidermis y la dermis [51, 61]. 

La conjugación con ácidos grasos mejora el transporte al aumentar la lipofilia de los 

compuestos [62], pues es sabido que los péptidos lipófilos presentan mayor penetración 

por piel que los hidrófilos [46]. También la presencia del aminoácido triptófano en el C-

terminal de la secuencia mejora las interacciones lipofílicas [53], además, la estructura 

secundaría helicoidal y los péptidos con poder de transducción celular muestran mejor 

comportamiento difusivo a  través de la piel que aquellos péptidos que no tienen estas 

características [63, 46].  

Sin embargo, a pesar de toda la información que se ha obtenido aún no son claros los 

detalles del mecanismo de transporte de los péptidos a través de la piel, en ocasiones el 

cambio de un solo aminoácido dentro de la estructura primaria de un péptido puede 

modificar el transporte del mismo; un ejemplo de ello es el péptido T2 (LVGVFH) que perdió 

la capacidad transportadora cuando se remplazó 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 peptídicas estudiadas en el transporte a través de 
membranas tipo piel sintéticas y animales. 

NOMBRE SECUENCIA TIPO DE MEMBRANA Y DE 

ESTUDIO 

Antennapedia 

transduction sequence 

(ANTP) 

RQIKIWFQNRRMKWKK Piel de oreja de ratón, in vivo 

[64] 
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NOMBRE SECUENCIA TIPO DE MEMBRANA Y DE 

ESTUDIO 

Protein transduction 

domain (PTD) YARA Y 

TAT 

YARAAARQARA         

YGRKKRRQRRR 

Piel de oreja de cerdo, in vitro 

[46] 

Pentapéptido de 
colágeno y modificación 

con ácido graso 
 

KTTKS 
Pal- KTTKS 

 

Piel de rata desnuda, in vitro 

[62] 

TD-1 ACSSSPSKHCG Piel de abdomen de rata, in 

vivo [56] Piel de cerdo y de 

ratón, in vitro [55] 

Magainin GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS Piel de cadáver humano, in 

vitro [65] 

Protein transduction 

domain (PTD) YARA Y 

WLR 

YARAAARQARA;  

WLRRIKAWLRRIKAWLRRIKA 

Piel de oreja de cerdo, in vitro 

[49] 

YKA, TAT  YKALRISRKLAK  

 YGRKKRRQRRR 

Piel de rata, in vitro[47] 

RALA RALARALARALRALAR Piel de oreja de cerdo, in vitro 

[66] 

AT1002, TAT, 
 

FCIGRL 

YGRKKRRQRRR 

 
 

Piel de ratón in vivo, 

membrana celular in vitro [54] 

SPACE ACTGSTQHQCG Piel de oreja de cerdo, in vitro 

[59] 

Poliargininas R8; R11; R15 Piel de ratón, 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; 

DLP; LP-12 

ACTGSTQHQCG; RRRRRRR; 

ACSSSPSKHCG; ACKTGSHNQCG; 

HIITDPNMAEYL. 

Piel de cerdo, in vitro [40] 

Peptidos de Colageno de 
escama de pescado 

 

Diversas Piel de rata desnuda, in vitro 

[63] 

T2 LVGVFH Piel de oreja de cerdo y ratón, 

In vitro [55] 

TAT, R8, R11, YKA TAT: YGRKKRRQRRR 

YKA: YKALRISRKLAK 

Piel de Rata, In vitro [48] 

 
Leu-enkephalin 

TPLG amina 

Leu-enkephalin (Enk) 

TPLG 

Piel de rata, In vitro [69] 

IMT-P8 RRWRRWNRFNRRRCR 

IMT-P8-KLA: 

KLAKLAKKLAKLAKRRWRRWNRFNRRR

CR 

Piel de ratón, in vivo [70] 

R9-SA Ácido estérico acilado-poliarginina 9 Piel de ratón, in vivo [71] 

 

1.6 Estudios in vitro de la penetración de sustancias 
químicas a través de la piel 

Los estudios orientados a medir la absorción percutánea de fármacos se dividen en dos 

tipos, in vitro e in vivo. Los estudios in vivo tienen la ventaja de dar información más precisa 

sobre la cinética de absorción 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 diseñaron 

experimentos in vitro, los cuales son más económicos, más rápidos y han evolucionado 

hasta convertirse en el método más importante para estudiar la penetración dérmica de 

sustancias químicas [74].  
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La experimentación in vitro procura simular las condiciones de difusión a través de la piel 

en seres humanos, estableciendo correlaciones in vivo / in vitro. Dentro de sus ventajas 

sobre  los métodos in vivo están que permiten mayor variabilidad en los parámetros a 

evaluar, son más controlables y por tanto reproducibles y es posible el uso de membranas 

sintéticas tipo piel [75].  

En los experimentos in vitro se aplica la formulación sobre la superficie de una muestra de 

piel (de origen animal o sintética), la cual está dispuesta entre un compartimiento donor y 

un compartimiento receptor de una celda de difusión, por ejemplo la celda de Franz [75]. 

Las condiciones de trabajo deben estar estandarizadas para evitar la variabilidad. Los 

aspectos más relevantes para la evaluación de la penetración de un fármaco a través de 

un sistema in vitro son: la composición y pH de la formulación, el tipo de membrana, la 

composición y pH del fluido receptor, el análisis y cálculo de los resultados [76]. 

1.6.1 Celdas de Difusión de Franz 

Las celdas de difusión 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 líquido, el cual puede ser plasma sanguíneo, algún 

solvente orgánico o una solución acuosa. La membrana puede ser sintética o animal, con 

un área de transferencia conocida.  

El compartimiento inferior posee un brazo lateral de muestreo para analizar la 

concentración durante el experimento de transporte a través de membrana [77, 74], como 

se observa en la figura 3 y en la fotografía 1.  



Capítulo 1 33 

 

 

Figura 3: Representación de las partes de una celda de Franz. 

 

Elaboración propia 

1.6.2 Membranas para el estudio de la entrega de fármacos 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 

permeación 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 córneo [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 está comprobada al 

comparar su desempeño con piel de animal [14]. Por ejemplo, en el transporte 

transdérmico de ibuprofeno, en presencia y ausencia del promotor Transcutol® ( Éter 

monoetílico 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 más comunes son las de silicona, celulosa y polisulfonas, sin 

embargo, existen varios tipos de membranas porosas disponibles en el mercado 

(politetrafluoroetileno, polipropileno, colágeno, fibra de vidrio, etc.), todas tienen distinto 

tamaño de poro y grosor, por ello pueden dar flujos variables de fármaco. 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 química 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 número 2: se exponen algunos estudios hechos con membranas sintéticas para 

el transporte de sustancias químicas, algunos incluyen comparaciones con membranas 

animales.  

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

Membrana (s) sintéticas del 

estudio 

Sustancia de Prueba Membrana 

de 

comparación 

Resultados 

-Lipídica de cristal líquido (LM) 

-Fosfolipídica (PM) 

Colorante artificial Piel de cerdo LM presenta difusiones que 

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 

estudio 

Sustancia de Prueba Membrana 

de 

comparación 

Resultados 

-Polisulfona (0,45 µm) 

-Polímero Acrílico (0,45 µm) 

-Fibra de Vidrio (3,5 µm) 

-Polímero de Silicona 
(125µm) 
-Ester mixto de celulosa (0,45 
µm) 

-PTFE -polietileno (0,5 µm) 
 

-Ester mixto de celulosa (0,8 
µm) 

-Polipropileno (10 µm) 

-PTFE (5 µm) 
 

Nitroglicerina Piel de rata Las 10 membranas 

sintéticas comparadas con 

piel de rata tiene mayor 

velocidad de permeación, 

sin embargo la membrana 

de PTFE muestra una tasa 

de  permeación muy 

semejante a la de la piel del 

animal [84]. 

-Nylon (0,22 μm) 
-Tuffryn (0,45 μm) 
-Durapore HVLP (0,45 μm) 
-Nitrocelulosa VSWP (0,025 
μm) 
-Strat-M (0,2 μm) 
-Fluoropore FGLP (0,2 μm) 

Aciclovir Comparadas 

entre ellas  

Las membranas más 

hidrófobas tuvieron 

difusiones muy bajas (Strat-

M y Fluoropore) esto debido 

a que la molécula de estudio 

es muy hidrofílica [85]. 

-Strat-M (0,2µm) 
 

-[14C]-Anilina 
-Testosterona 
 

 

 

Piel humana 

 

Se encontró que las 

velocidades de permeación 

son similares en piel y Strat-

M para testosterona, pero 

son más rápidas en la 

membrana sintética para la 

anilina [79]. 

-Strat-M (0,2µm) -Lidocaína 
-Cafeína 
-Aminopirina 
-Isosorbide dinitrato 
-Metilparabeno 
-Etilparabeno 
-N-Propil parabeno 
-N-Butil parabeno 
-P-aminobenzoato de 
metilo 

Piel humana y 

piel de rata sin 

pelo 

Los parámetros de difusión y 

coeficiente de reparto de los 

productos químicos en Strat-

M fueron similares a los de 

las pieles humanas y de rata 

[14]. 
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Membrana (s) sintéticas del 

estudio 

Sustancia de Prueba Membrana 

de 

comparación 

Resultados 

-P-aminobenzoato de 
etilo 
P - aminobenzoato de n 
- propilo 
P - aminobenzoato de  
n- butilo 

-Miristato de isopropilo (IPM) 
-Certramidas  
-Strat-M  
aplicados en propilenglicol, 
agua y etanol 

-Cafeína 
-Cortisona 
-Diclofenaco sódico 
-Manitol 
-Acido salicílico  
-Testosterona  

Comparadas 

entre ellas 

Las tres membranas 

mostraron potencial en la 

predicción de la absorción 

de fármacos y 

discriminación entre 

vehículos y concentraciones 

de la sustancia en el 

vehículo [86] 

- Polidimetilsiloxano celulosa  

-Hoja plan de celulosa 

-Tubo de celulosa sin costura 

Polietersulfona con poliolefina 

(Strat-M) 

Rivastigmina (RV) Piel de oreja 

de cerdo 

La correlación in vivo- in 

vitro para la membrana 

Strat-M® obtuvo un R2 de 

0,991 por encima de todas 

las demás membranas que 

obtuvieron correlaciones 

con R2<0,9. Los resultados 

demostraron que el uso de 

la membrana sintética Strat-

M en células de difusión de 

Franz podría predecir la 

absorción de RV in vivo 

[87]. 
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1.7 Ajuste de datos experimentales a modelos 
matemáticos 

El transporte de sustancias a través de barreras se caracteriza mediante algunos 

parámetros difusivos, tales como: el coeficiente de permeabilidad, el coeficiente de reparto, 

el tiempo de retardo y el coeficiente de difusión [88, 89]. Para obtener estos parámetros 

difusivos los datos experimentales se deben ajustar a modelos matemáticos que describen 

el proceso de transporte,  como el modelo de difusión de Fick [89– 91]. La complejidad de 

los modelos matemáticos usualmente depende del fenómeno 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, más complicado [91, 92]. 

La primera ley de Fick, ecuación (1), relaciona la magnitud del flujo difusivo con un 

gradiente estacionario de potencial químico.  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 concentración donde la 

sustancia se transporta desde una zona de alto potencial químico a una de bajo potencial 

químico. 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 = −𝐷
𝜕𝐶

𝜕𝑥
 

 

( 1) 
 

Cuando las condiciones del experimento no permiten garantizar un estado estacionario de 

transporte, la variación en el perfil de concentración de la sustancia que se transporta se 

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

 

  

𝜕𝐶

𝜕𝑡
= 𝐷

𝜕2𝐶

𝜕𝑥2
 

 

( 2) 
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Para el transporte transdérmico de sustancias a través de membranas es necesario 

considerar que la sustancia conserva su naturaleza química, es decir, que esta ni se 

degrada ni se une covalentemente a la membrana o al medio que la contiene (vehículo). 

En estas condiciones se puede garantizar que el coeficiente de difusión hallado mediante 

el ajuste de Fick describe adecuadamente el transporte [93]. 

A continuación, se muestra el uso de la primera ley de Fick, en una dimensión, en la 

coordenada 𝑥, para estimar los parámetros difusivos del transporte en estado estacionario, 

𝐽𝑠𝑠; desde el medio donor o vehículo, a la membrana y de esta al medio receptor. Para una 

membrana de espesor 𝑙, con condiciones de frontera 𝐶𝑥=0 = 𝐶1 y 𝐶𝑥=𝑙 = 𝐶2, la ecuación de 

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

 

𝐽𝑠𝑠 = 𝐷
(𝐶2 − 𝐶1)

𝑙
 

 

( 3) 
 

Sí la concentración 𝐶1  está en equilibrio con la concentración del vehículo, 𝐶𝑣, donde se 

encuentra la sustancia de interés, entonces la concentración 𝐶1 se calcula según la 

ecuación (4), 

 

𝐶1 = 𝐾𝐶𝑣  

 

( 4) 
 

 

donde 𝐾 es el coeficiente de reparto entre la barrera de la piel (estrato córneo) y el vehículo; 

además, si la celda receptora opera bajo la condición de sumidero, entonces 𝐶2 = 0. De 

acuerdo a lo anterior, y reemplazado la ecuación (4) en (3), el flujo difusivo estacionario se 

puede reescribir como se muestra en la ecuación (5), donde 𝑘𝑝 = −
𝐷 𝐾

𝑙
 es el coeficiente 

de permeabilidad. 

 

 

𝐽𝑠𝑠 = 𝑘𝑝𝐶𝑣  

 

(5) 
 

La estimación del flujo difusivo estacionario, 𝐽𝑠𝑠, debe hacerse a partir de datos medidos 

una vez el sistema está en estado estacionario. El estado estacionario se alcanza cuando 

se supera un tiempo de latencia, el cual puede estimarse a partir de una gráfica 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 porción lineal de esta gráfica 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 difusión Fick se 

deben tener en cuenta dos situaciones directamente relacionadas con la forma en la que 

se llevó a cabo el experimento: (a) dosis infinita, la concentración de la sustancia en el  

compartimento donor permanece prácticamente constante durante el transporte, mientras 

el compartimento receptor actúa de sumidero, y (b) dosis finita, la concentración de la 

sustancia en el comportamiento donor disminuye a medida que avanza el proceso de 

transporte.  

Los modelos matemáticos para analizar los datos experimentales de dosis infinita son 

considerablemente más sencillos,  que aquellos que se usan para modelar los de dosis 

finitas [94]. Sin embargo, una dosis en concentración infinita no corresponde con la realidad 

a la hora de evaluar la exposición a un compuesto químico.  

Debido a la complejidad estructural de la piel y a los mecanismos involucrados en la 

absorción y transporte de fármacos a través de ella, el análisis matemático 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 matemáticos que contribuyen al 

entendimiento y predicción 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 córneo como un compartimiento homogéneo, hasta 

aquellos que consideran toda la complejidad estructural de la piel (compuesta de  lípidos,  

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 concentración de la sustancia en este permanezca lo más baja 

posible. En estas condiciones para tiempos largos de experimentación el flujo difusivo se 

acerca al estado estacionario, y la solución del modelo se puede simplificar tomando la 

porción  lineal de la curva construida, a partir de  la cantidad acumulada del permeante en 

el receptor, expresada en masa por unidad de área, 𝑚𝑡,  en el tiempo [88, 91, 92]. 
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La ecuación (6) muestra el modelo matemático para ajustar los datos experimentales bajo 

la condición de dosis infinita. 

𝑚𝑡 = 𝐴
𝐷𝐾

𝑙
𝐶𝑣 (𝑡 −

𝑙2

6𝐷
) 

 

(6) 
 

Donde 𝐴 es el área de transferencia,  𝐾 es el coeficiente de reparto del soluto entre el 

vehículo y la membrana, 𝐶𝑣 es la concentración de la sustancia en el compartimento donor, 

𝐷 es el coeficiente difusión y 𝑙 es la longitud del camino de difusión (tomado como el 

espesor macroscópico de la membrana). 

El coeficiente de permeabilidad, 𝑘𝑝, no depende de la concentración inicial en el 

compartimento donor, ni tampoco del área de aplicación, pero es específico para las 

condiciones experimentales; vehículo, tipo de membrana y propiedades fisicoquímicas de 

la sustancia permeante [92, 96]. Suponiendo que el vehículo en el que se aplica la 

sustancia no afecta las propiedades de barrera de la membrana, el coeficiente de 

permeabilidad 𝑘𝑝 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 concentración inicial en el vehículo 𝐶𝑣 y el área de aplicación 𝐴,  𝑘𝑝 =
𝐽𝑠𝑠

𝐴𝐶𝑣
, 

mientras que el tiempo de latencia está dado por la intersección con el eje del tiempo de 

la misma curva, 𝑡𝑙𝑎𝑡 =
𝑙2

6𝐷
,  [92]. 

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

 

𝑚𝑡 = 𝐴𝑘𝑝𝐶𝑣(𝑡 − 𝑡𝑙𝑎𝑡) (7) 
 

 

A la anterior ecuación (7) se le conoce como aproximación 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 solución más rigurosa para evaluar los datos 

experimentales en todo el intervalo de tiempo estudiado, mediante la solución analítica de 

la segunda ley de Fick, ver ecuación (8), [90–92]. Para hacer uso de la ecuación (8) se 



Capítulo 1 41 

 

 

necesitan algoritmos de optimización, que a partir de datos estimados de los parámetros 

se encuentre el ajuste de los datos con el menor error posible. Estos algoritmos y la 

solución simbólica y numérica de los mismos se pueden desarrollar en cualquier software 

matemático como Matlab, Scilab, Sage, entre otros. 

𝑚𝑡 = 𝐴𝐾𝑙𝐶𝑣 [
𝐷𝑡

𝑙2
−

1

6
−

2

𝜋2
∑

(−1)𝑛

𝑛2

∞

𝑛=1

𝑒
(−

𝐷𝑛2𝜋2𝑡
𝑙2 )

] 

 

(8) 
 

1.7.2 Modelo de dosis finita. 

Los datos experimentales de un proceso de transporte a través de membrana, bajo la 

situación de dosis finita en el compartimento donor, exhiben un perfil característico 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 concentración de la sustancia en el compartimento receptor se 

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

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

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

 

𝐽𝑡 = 2𝐴𝑀∞𝛽
𝐷

𝑙2
∑

𝛼𝑖
2

𝑐𝑜𝑠𝛼𝑖(𝛽 + 𝛽2 + 𝛼𝑖
2)

∞

𝑖=1

𝑒𝑥𝑝
(−

𝛼𝑖
2𝐷𝑡

𝑙2 )
 

 

( 5) 
 

 

Aquí, 𝑀∞ = ℎ𝑣𝐶𝑣 es la cantidad penetrada a tiempo infinito, que es igual a la masa aplicada 

y ℎ𝑣 es la altura de la formulación o vehículo en el compartimiento del donante, 𝛽 es una 

constante definida como 𝛽 = 𝐾
𝑙

ℎ𝑣
 , los parámetros restantes mantienen su significado. El 

flujo transiente es descrito por la variable 
𝐷𝑡

𝑙2  y la constante 𝛽 [97]. 

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

ecuación (9), obteniéndose la ecuación 10:  
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𝑚𝑡

𝑀∞
= 1 − 2𝛽 ∑

1

𝑐𝑜𝑠𝛼𝑖(𝛽 + 𝛽2 + 𝛼𝑖
2)

∞

𝑖=1

𝑒
(−

𝛼𝑖
2𝐷𝑡

𝑙2 )
 

(10) 
 

  

1.7.3 Modelos farmacocinéticos 

La farmacocinética ofrece un marco teórico para el modelamiento del proceso de 

transporte que acompaña a un fármaco en un organismo animal, desde el momento en 

que es administrado hasta su eliminación [5]. Para construir un modelo farmacocinético se 

considera que el organismo está constituido de compartimentos (ver figura 4), a través de 

los cuales se lleva a cabo el transporte, involucrando la administración, absorción, 

distribución, metabolismo y eliminación [2]. Así, los modelos farmacocinéticos 

compartimentales consisten entonces en un sistema de ecuaciones diferenciales 

ordinarias que describen cómo varía en el tiempo la cantidad de sustancia transportada en 

los diferentes compartimentos, según 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 número de capas que se consideren [92]. La ecuación (11) es un modelo 

sencillo policompartimental para describir el transporte en un sistema tipo celda de Franz, 

donde 𝐶1, 𝐶2  y 𝐶3 corresponden a la concentración de la sustancia en el compartimento 

donor, en la membrana (estrato córneo si es piel) y en el compartimento receptor, 

respectivamente. 

La suposición más importante en este tipo de modelos es que la distribución de la sustancia 

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

𝑉2

𝑑𝐶2

𝑑𝑡
= 𝑘1𝐶1 − 𝑘−1𝐶2 + 𝑘−2𝐶3 − 𝑘2𝐶2 

 

(11) 
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Figura 4: Modelo dermatocinético de un solo compartimento. 

 

 

Elaboración 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 

biológica o las propiedades fisicoquímicas de una sustancia y sus parámetros 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 

identificación y selección de potenciales candidatos a fármacos de administración 

transdérmica, como para la evaluación del riesgo potencial a la  exposición dérmica a 

productos químicos 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 córneo se modele con el QSPR 

de la ecuación 12, [104]. 

 

𝑙𝑜𝑔𝑘𝑝 = 𝑙𝑜𝑔 (
𝐷0

𝑙
) − [

𝛽𝑉

2.303
] 

 

 
 

(12) 
 

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

agua del soluto y 𝛽 y 𝐷𝑜 son constantes.  
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Este modelo puede predecir la permeabilidad de sustancias químicas con masa molares 

entre los 18 Da a más de 750 Da, y con valores de 𝑙𝑜𝑔𝑘𝑝 de -3 a +6.
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2. Trabajo Experimental 

En este capítulo se presentan los procedimientos experimentales llevados a cabo en esta 

investigación y se detallan los materiales y los métodos. Se inicia con la presentación de 

la manera en que se sintetizaron los péptidos, usando la metodología de síntesis en fase 

sólida Fmoc. Se finaliza con la explicación detallada de las técnicas experimentales usadas 

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

2.1 Síntesis de péptidos en fase sólida (SPPS) 

El primer método de síntesis de péptidos fue el llamado método clásico o de síntesis en 

solución, debido a que la unión sucesiva de aminoácidos se da en fase líquida [105]. Su 

desventaja radica en que, en cada ciclo de acople entre aminoácidos, la secuencia en 

procesos de construcción debe aislarse y purificarse. Lo anterior hace a éste método 

tedioso, además todas estás purificaciones son susceptibles de perdida de material, por lo 

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

Más tarde se desarrolló el método de síntesis de péptidos en fase sólida (SPPS), donde la 

secuencia peptídica en proceso de construcción está anclada a un soporte sólido insoluble. 

Esto permite hacer la construcción del péptido sin necesidad de purificación entre acoples 

sucesivos de aminoácidos [107]. El soporte sólido, generalmente una resina, tiene un 

grupo funcional amino que inicialmente está enlazado a un grupo protector, el cual debe 

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

La secuencia de aminoácidos que conforma la estructura primaria del péptido se arma de 

aminoácido en aminoácido, mediante la formación de enlaces tipo amida entre el amino 

terminal de un aminoácido y el grupo α-carboxilo terminal del siguiente aminoácido (ver 

figura 5), el primer aminoácido anclado a la resina es el último de la secuencia, pues la 

formación de la secuencia se va haciendo desde el último aminoácido al primero. Cuando 
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se completa la secuencia peptídica, se remueve de la resina y se eliminan los grupos 

protectores de las cadenas laterales de los aminoácidos [108].  

Después de cada reacción de “acople” el grupo protector del grupo amino debe ser 

removido, para permitir el acople con el siguiente aminoácido [109], a éste paso se le llama 

desprotección. El grupo carboxi de los aminoácidos debe activarse para el “acople” y todos 

los aminoácidos a utilizar deben tener protegida su cadena lateral R y su grupo amino 

terminal, para evitar reacciones no deseadas. 

2.1.1 Reactivos 

Se utilizó Resina Rink amida de sustitución 0,73 mmol/g, de la marca Novabichem, como 

soporte sólido para dar inicio a la síntesis. 

Los aminoácidos usados de la marca Novabiochem fueron: Leucina (Fmoc-Leu-OH), 

Glicina (Fmoc-Gly-OH), Alanina (Fmoc-Ala-OH), Triptófano (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 análisis (EMSURE® para 

análisis ACS, ISO, Reag. Ph Eur) Etanol absoluto para análisis (EMSURE® para análisis 

ACS, ISO, Reag. Ph Eur), Diclorometano (DMF) para análisis (EMPARTA® ACS), N,N-

dimetilformamida (DMF) para síntesis de péptidos, Éter etílico para análisis (EMSURE® 

para análisis ACS, ISO, Reag. Ph Eur) 

Otros reactivos usados: Fenol para síntesis, 4-metil-piperidina para síntesis, N,N'-

diciclohexilcarbodiimida para síntesis, Triisopropilsilano para síntesis, Piridina para 

análisis, Ácido trifluoroacético  para síntesis, todos los anteriores de la marca Merck y  1-

hidroxibenzotriazol de la marca Panreac. 

2.1.2 Protocolo para la síntesis de péptidos  

Una vez definidas las secuencias de los péptidos a sintetizar se establece el protocolo de 

síntesis para cada una de ellas. En la tabla 3 se pueden ver las secuencias de aminoácidos 

que conforman la estructura primaria de los péptidos y las masas molares de los mismos. 

Estos péptidos tienen menos de 15 aminoácidos y son iguales en los últimos 9 aminoácidos 

de sus secuencias, esto tratando de preservar las propiedades antimicrobianas, 

encontradas en los péptidos de los cuales derivó el diseño de estas secuencias. 
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Para la síntesis de cada secuencia se usaron aproximadamente 300 mg de resina Fmoc-

Rink Amida (resina funcionalizada con grupos amino) con sustitución 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 están enlazados al grupo 9-fluorenilmetoxicarboxilo (Fmoc), así que posteriormente 

se debe hacer la remoción 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 remoción completa de los grupos protectores Fmoc mediante la 

prueba de ninhidrina se procede a iniciar la reacción entre los grupos amino libres de la 

resina y los grupos carboxilo de los últimos aminoácidos. A las reacciones de anclaje de 

aminoácidos se les llama “acoples” y a las reacciones de remoción del grupo Fmoc 

“desprotección”, como ya se dijo. 

Para monitorear las reacciones de acople y de desprotección se empleó 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 coloración azul oscura y se considera positiva, cuando los grupos amino están 

protegidos la prueba presenta una coloración amarilla, casi incolora y se considera 

negativa. 

Una vez se comprobó que se dio completamente la reacción de acople entre el grupo 

amino de la resina y el aminoácido, se preparó la desprotección del grupo amino del 

aminoácido; para así poder proceder a acoplar el segundo aminoácido de la síntesis. Estos 

pasos de acople y desprotección sucesivos se repitieron hasta obtener la secuencia 

requerida. En la figura 5 se muestra un esquema del proceso de síntesis de péptidos en 

fase sólida (SPPS). 



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

 

 

Figura 5: Esquema que describe las reacciones químicas en la síntesis de péptidos en fase 
sólida. 

 

 

Elaboración propia a partir de [108, 110] 

. 
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Preparación de los aminoácidos para el proceso de acople 

Previamente a la reacción de acople deben prepararse los aminoácidos mediante la 

activación del grupo carbonilo de los mismos con hidroxibenzotriazol y N,N'-

diciclohexilcarbodiimida. Para ello se disolvieron 5 excesos del aminoácido a acoplar en 

DMF, con la cantidad estequiométrica de los activadores.  

El medio para las reacciones de acople debe tener exceso de aminoácido para evitar al 

máximo que queden grupos aminos sin reaccionar; estos aminos libres podrían reaccionar 

con el grupo carboxilo en el siguiente proceso de acople, produciendo péptidos con 

deleción, es decir, secuencias en las cuales falta algún aminoácido, obteniéndose 

secuencias distintas a las planeadas y reduciendo el rendimiento y la pureza de los 

péptidos.  

Preparación de las reacciones de desprotección 

La desprotección, es decir la liberación del grupo protector Fmoc, se llevó a cabo 

sometiendo la resina con el péptido elongado a dos lavados de 15 minutos cada uno, con 

una solución de 4-metilpiperidina al 25% en DMF, luego para evitar posibles reacciones 

colaterales se removió 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 mínimo 

un minuto. 

Proceso de desanclaje del péptido a la resina 

La secuencia completa de aminoácidos que conforma el péptido en proceso de síntesis se 

desprendió de la resina, empleando una mezcla de desanclaje, la cual se puso a reaccionar 

por dos horas con la resina-péptido. 

La mezcla de desanclaje se preparó con 88% de ácido trifluoro acético (TFA), 2% de 

triisopropilsilano (TIS), 5% de fenol y 5% de agua desionizada. Pasadas las 2 horas de 

reacción, el sobrenadante, en el cual está el péptido disuelto, se separó de la resina por 

filtración y se transfirió a un tubo falcón de 50 mL, a éste se le agregaron aproximadamente 

20 mL de éter frío, lo que provocó la precipitación del péptido, el cual fue separando del 

sobrenadante por centrifugación a 5000 rpm, durante 5 minutos. El precipitado se lavó de 

nuevo con éter frío, y se llevó a cabo el mismo procedimiento de centrifugación, para 

eliminar los residuos. Por último, el precipitado se disolvió en agua, y se congeló a -80°C 
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para finalmente someterlo a liofilización. En la figura 6 se muestra el protocolo completo 

de síntesis de péptidos en fase sólida llevado a cabo. 

Figura 6: Protocolo para la síntesis de péptidos en fase sólida 

 

 

Preparación de las soluciones para la prueba de ninhidrina 

Solución A  

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

en etanol absoluto con 10 volúmenes de una solución de KCN en piperidina 0,20 M 
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Solución B 

Se disuelven 1,25 g de ninhidrina en 25 mL de etanol absoluto. 

Finalmente se mezclan 46 µL de la solución A y 18 µL de la solución B, a esta solución se 

le añade una pequeña porción de la resina-péptido que se someterá a la prueba, luego se 

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

2.1.3 Caracterización de la estructura secundaría de péptidos 
sintetizados 

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

análisis de dicroísmo circular, las muestras fueron procesadas en la fundación instituto de 

inmunología (FIDIC) en un espectropolarímetro Jasco (Jasco International Co J-810) 

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

Los péptidos son leídos a una concentración de 5,0x10-6
 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 evaluación de la capacidad de las sustancias para transportarse a través de las 

membranas tipo piel consiste en un proceso de difusión 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 último tiene una solución líquida en la cual se va diluyendo la sustancia a 

medida que atraviesa la membrana. 

Para mantener al máximo las condiciones de sumidero promotoras del transporte, el 

compartimento receptor tiene un volumen alto en comparación con el compartimento 

donor. La cantidad de sustancia permeada acumulada se determina a partir del análisis de 

las muestras, estas son tomadas cada hora después de la primera hora transcurrida desde 

que se dispone la sustancia de estudio en la cámara donora. 

Para el análisis de los datos es muy importante conocer exactamente le área de transporte 

y el volumen del compartimento receptor pues a partir de la determinación de la 
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concentración se calcula la masa acumulada que se transporta por unidad de área, 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 diseñaron las celdas de difusión 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 más reproducibles que con las membranas animales, 

y aunque no se pueden simular a cabalidad todos los fenómenos que se dan entre la 

membrana biológica (piel humana o animal) y la sustancia permeante, sí se logra 

representar bastante bien la tendencia del fenómeno difusivo, como lo prueban algunos 

estudios [28, 79, 86, 87]. Además, el uso de membranas sintéticas en celdas de difusión 

de Franz puede verse como una alternativa a la piel humana o animal, cuando se evalúa 

la difusión de sustancias químicas para el desarrollo de sistemas de administración 

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

 

Materiales y métodos 

Materiales 

Las celdas de difusión 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 fotografía 1). El volumen 

del compartimento receptor y el área de difusión del compartimento donor, fueron 

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

 

Tabla 4: Parámetros de diseño de las celdas de difusión de Franz 

Celda Diámetro(cm) 

±0,001 cm 

Área (cm2)      

± 0,002 cm2 

Volumen receptor (mL) 

±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 baño termostático Cole-Parmer StableTemp modelo WB10, de 120 V, con un 

rango de estabilidad en la temperatura de ± 0,1°C. Para la recirculación del agua se contó 

con una bomba Evans de 12 W de potencia, con flujo máximo 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 

concentración en el compartimento receptor, la agitación de las celdas se hizo mediante 

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

Para la preparación de la solución de estudio se contó con una balanza analítica Acculab 

marca Sartorius con una precisión de 0,1 mg y balones volumétricos tipo A. Finalmente el 
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análisis de las muestras tomadas del compartimento receptor se hizo por HPLC-PR en un 

equipo Agilent 1200 de inyección manual, con bomba cuaternaria, detector ultravioleta-

visible (UV-VIS) y columna analítica, Zorbax Eclipse RP -18 XDBC18.  

 
Reactivos 

Los solventes y reactivos usados en el análisis cromatográfico 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 cafeína Merck (EMPROVE® ESSENTIAL Ph 

Eur,BP,USP) 

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

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

2.2.1 Protocolo de los experimentos de transporte 

Preparación y acondicionamiento de las celdas de difusión 

Para el acondicionamiento del conjunto de celdas de Franz los compartimentos aceptores 

se llenan con solución 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 fotografía 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 fotografía 1). 

El conjunto de celdas se conecta en serie a un sistema de mangueras y al baño 

termostático 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 solución del compartimento 

aceptor y la membrana y se espera que la temperatura de las soluciones receptoras 

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

  

 

Una vez se estabiliza la temperatura de la solución receptora, se procede a verter 1 mL de 

la solución que contiene la sustancia de estudio en el compartimento donor, el cual se 

cubre con papel parafinado para evitar la evaporación del solvente. 

 

Preparación de las soluciones  

La concentración 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 

completó el volumen correspondiente con solución amortiguadora de fosfato 0,01M. 

Las diluciones que fueron necesarias en la construcción de las curvas de calibración se 

hicieron tomando alícuotas con transferpipetas de 1 mL o 2 mL (según necesidad), y se 

llevaron a matraces aforados de 5 mL. De la misma manera se completó el volumen con 

solución amortiguadora de fosfato 0,01M. 

Inicio de los experimentos 

Los experimentos comienzan con la adición de la sustancia de estudio en el compartimento 

donor y se siguieron durante 24 horas. Las muestras consistieron en alícuotas de 200 μL, 

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 análisis por HPLC. El volumen 

tomado se repuso inmediatamente con solución 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 Determinación analítica de la concentración de las 
muestras por HPLC-RP  

La cromatografía líquida de alta eficiencia, (HPLC, high performance liquid 

chromatography) es una técnica cromatográfica que se basa en la interacción de la 

muestra con una fase estacionaria empacada en una columna y una fase móvil, la cual con 

ayuda de una bomba se hace pasar a través de la columna a altas presiones. La 

cromatografía líquida en fase reversa (HPLC-RP) se refiere a aquella donde la fase 

estacionaria tiene naturaleza apolar y la fase móvil es moderadamente polar, y se 

diferencia de la cromatografía en fase normal en qué en ésta la fase estacionaria se trata 

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

Para el análisis de una muestra por HPLC-RP es necesario el desarrollo de un método 

cromatográfico, que consiste en la determinación de las variables de operación del equipo 

y la composición de la fase móvil, que permitan la mejor relación en la interacción de la 

muestra con la fase móvil y con la fase estacionaria. 

En este estudio el desarrollo del método de análisis cromatográfico se hizo previamente 

para cada una de las sustancias de interés, así como la construcción de las curvas de 

calibración que permitieron hacer las correlaciones entre las respuestas del equipo y la 

concentración de cada una de las sustancias de estudio. El flujo fue de 1 mL por minuto 

para todos los métodos y las fases móviles tuvieron cantidades variables de agua y 

acetonitrilo con 0,01% de ácido trifluoroacético.  

 

Elaboración de las curvas de Calibración 

La construcción de las curvas de calibración se inició con la preparación de una solución 

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 concentración de la curva se hicieron tres soluciones y producto del análisis 

de las mismas en el equipo de cromatografía se obtuvieron tres áreas. El promedio de 

estas áreas correspondió a un punto en la curva.  Finalmente se halló la correlación lineal 

entre el área de la señal y la concentración, que luego se usó para hallar las 

concentraciones en las muestras de los experimentos de transporte. 
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Otros detalles de los métodos cromatográficos se encuentran en la Tabla 5, y el diagrama 

de flujo del proceso de construcción de las curvas de calibración puede verse en la figura 

8. 

Tabla 5: Condiciones de operación para el análisis por HPLC-RP de las sustancias de 
trabajadas 

Volumen de inyección 20 µL 

Flujo 1 mL/min 

Longitud de Onda de trabajo del 

detector UV/VIS 

275 nm 

Fase móvil para Cafeína Isocrático 30% ACN,70% H2O 

Fase móvil para DM1.14 Isocrático 30% ACN,70% H2O 

Fase móvil para DM1.16 Isocrático 48% ACN,52% H2O 

Fase móvil para DM1.18 Isocrático 50% ACN,50% H2O 

 

Uso de la curva de calibración 

Para la determinación de la concentración de las muestras se inyectó en el equipo de 

HPLC una alícuota de 20μL de cada una. Todas las muestras se inyectaron tres veces y 

el promedio de las áreas adquiridas se analizó con la ecuación de la regresión lineal, 

obtenida de la curva de calibración (ver la figura 9), en la sección 3.2 se expondrá en detalle 

el procedimiento. 
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Figura 8: Protocolo para la construcción de las curvas de calibración. 
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Figura 9: Determinación de la concentración de una muestra mediante el uso de la curva 
de calibración. 

 

  



 

 

 

3. Tratamiento Estadístico de datos  

El objetivo principal de este capítulo es establecer unos criterios estadísticos mínimos que 

permitan determinar la validez, confianza y coherencia de los datos experimentales 

obtenidos, según los diferentes procedimientos descritos en el capítulo anterior.  

Las áreas de los picos cromatográficos 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. Además, se hizo un análisis de las 

incertidumbres de todas las medidas, siempre considerando el máximo error experimental 

posible. Finalmente, se determinó la distribución de los datos, para precisar el intervalo 

donde se encuentran éstos con confianza estadística y, por último, se estableció si hay 

diferencias significativas entre el transporte de las distintas sustancias.  

3.1 Curva de calibración para la determinación de la 
concentración de cada sustancia por HPLC-RP 

Para cuantificar la cantidad de sustancia presente en las muestras mediante HPLC-RP se 

construyeron curvas de calibración de cada una de las sustancias de estudio. La inyección 

de la muestra en el equipo para su análisis arroja una señal, (en miliunidades de 

absorbancia) , que está relacionada linealmente con la concentración 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 

línea recta, ver ecuación (13): 

 
 

𝐴𝑗 = 𝑐𝑗 ∗ 𝐵1 + 𝐵0 

 

(13) 
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Donde cada uno de los términos de la ecuación significa lo siguiente: 
 

 𝑐𝑗 , es la concentración de la sustancia de estudio. 

𝐴𝑗 , es la respuesta observada en el instrumento en 𝑚𝐴𝑈. 

𝐵0, representa la respuesta a concentración cero de la sustancia de estudio. 

𝐵1, es la pendiente de la recta, representa la sensibilidad del método cromatográfico a los 

cambios en concentración.  

La concentración de cualquier muestra 𝑐𝑛 se calcula por interpolación en la curva y la 

ecuación 13, de la siguiente forma: 

𝑐𝑛 =
(𝐴𝑛 − 𝐵0)

𝐵1
 

 

3.2 Criterio estadístico para el uso de la curva de 
calibración 

La concentración hallada a partir de la curva de calibración tiene una incertidumbre 

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

Las principales fuentes de error de la concentración estimada a partir de la curva de 

calibración, por regresión de mínimos cuadrados son: los errores en las concentraciones 

de las soluciones de referencia, la suposición de linealidad de la curva y las variaciones 

aleatorias en las respuestas del equipo (𝐴𝑛), las cuales hacen el mayor aporte al valor de 

la incertidumbre, por lo tanto, las demás fuentes de incertidumbre pueden considerarse 

despreciables [112]. 

Por lo anterior, el criterio estadístico que propone la organización Eurochem [112], y que 

se implementa en éste trabajo, refleja únicamente la incertidumbre debida a la variación 

aleatoria de la respuesta del equipo (𝐴𝑛) y no toma en cuenta la incertidumbre de las 

soluciones de referencia, ni la incertidumbre de las diluciones sucesivas en la construcción 

de la curva de calibración. Entonces se estimó la incertidumbre asociada a la curva con la 

siguiente ecuación [112]: 
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𝑈𝑐𝑛 =
𝑆

𝐵1

√
1

𝑝
+

1

𝑛
+

(𝑐𝑛 − 𝑐̅)2

𝑆𝑥𝑥
 

(14) 
 

 

donde 

𝑈𝑐𝑛, es la incertidumbre de la concentración obtenida a partir de la curva de calibración. 

𝐵1, es la pendiente estimada. 

𝑝, es el número de réplicas de la muestra en estudio. 

𝑛, es el número de puntos en la curva de calibración multiplicado por el número de réplicas 
de cada punto.  

𝑐𝑛, es la concentración calculada con la ecuación de calibración a partir de la señal 𝐴𝑛 
leída en el equipo de cromatografía.  

𝑐̅ , es el promedio del intervalo de concentraciones con las que se construyó la curva de 
calibración.  

𝑆, es la desviación estándar del cálculo de regresión lineal y se calcula con la ecuación 15. 

 

𝑆 =   √
∑ [𝐴𝑗 −

𝑛

𝑗=𝑖
(𝐵0 + 𝐵1 ∗ 𝑐𝑗)]

𝑛 − 2
 

 

 

 

 
(15) 

 

 

y, por último, 𝑆𝑥𝑥  es la suma de cuadrados de los residuales de las concentraciones 

obtenidas. 

𝑆𝑥𝑥 = ∑(𝑐𝑗 − 𝑐̅)
2

𝑛

𝑗=1

 

 

 
(16) 

 

 

Es importante hacer notar que este método contiene las desviaciones estándar de los 

residuales  𝑆𝑥𝑥  , en vez de la incertidumbre estándar de la respuesta (𝐴𝑛) derivada de las 

observaciones repetidas [113], por lo tanto involucra la población completa de datos, 

además el término (𝑐𝑛 − 𝑐̅)2 asegura que las muestras con concentraciones cercanas a  

los extremos de la curva tengan la incertidumbre máxima.  
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3.2.1 Ejemplo: Construcción de la curva de calibración para el 
péptido DM1.14 e implementación del criterio estadístico. 

La curva de calibración del péptido DM1.14 tiene 6 puntos, determinados así: para cada 

concentración se prepararon tres soluciones, las respuestas de las lecturas en el equipo 

de cromatografía de las tres soluciones por nivel de concentración se promediaron. En la 

tabla número 6 se muestran los datos experimentales tomados para la construcción de la 

curva. Las condiciones bajo las cuales se prepararon las soluciones y diluciones y el 

método cromatográfico implementado se pueden consultar en el capítulo 2. 

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

Analítica Estimada por regresión Área (mAU) 

Concentración (mg/mL) 

 × (𝟏𝟎𝟑) 

Concentración 
(mg/mL) 

×  (𝟏𝟎𝟑) 

Incertidumbre  
 ±(mg/mL) 

× (𝟏𝟎𝟑) 

solución 
1 

solución 2 solución 3 

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 ecuación de la regresión lineal correspondiente a los datos de la tabla 6 con 𝑅2 = 0,9983 
es: 

 

𝐴𝑛 = 2274,6 ∗ 𝑐𝑛 + 4,4287 

 

Así, por ejemplo, para la muestra cuya lectura en el equipo arrojó un valor promedio para 

las tres señales de 𝐴𝑛 = 301,7 𝑚𝐴𝑈, se le puede calcular la concentración así (ver 

ecuación 13):  

 

𝑐𝑛 =
(301,7 − 4,4287)

2274,6
= 0,131𝑚𝑔/𝑚𝐿 
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La incertidumbre se obtiene a partir del reemplazo de los datos en la ecuación 14:  

 

𝑈𝑐0,131 =  
12,24

2274,6
√ 

1

3
+

1

18
+

(0,131 − 0,25)2

0,33
= 0,003 𝑚𝑔/𝑚𝐿 

 

En la gráfica 1 se muestra la concentración de las soluciones de referencia y las 

concentraciones experimentales halladas con la regresión lineal, las barras de error 

corresponden a las incertidumbres, estimadas aplicando el criterio estadístico para el uso 

de la curva de calibración.  

Gráfica 1: Concentración de las soluciones de referencia y las halladas por regresión lineal 
para la curva de calibración del péptido DM1.14.  
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3.3 Cálculo del límite de detección y el límite de 
cuantificación de las sustancias de estudio. 

Debido a que durante las primeras horas de experimentación la cantidad de la sustancia 

de estudio en las muestras puede ser muy baja, y a que la variabilidad en la señal de 

respuesta del equipo es más sensible a bajas concentraciones, fue necesario la 

determinación de un límite de cuantificación. También se estimaron los límites de detección 

de todas las sustancias, que, aunque no dan cuenta de lo que se puede cuantificar, 

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

Para determinar el límite de detección (LOD) o límite de cuantificación (LOQ), la IUPAC 

[114], recomienda el cálculo a partir de la desviación estándar del blanco y la pendiente de 

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

 

𝐶𝐿 =
𝑘 ∗ 𝑆𝐵

𝐵1 ∗ √𝑛
 

donde:  

 
(17) 

 

𝐶𝐿 ,  es la concentración de la sustancia en el límite de detección o cuantificación. 

𝑘 , es una constante que usualmente es igual a 3, para el límite de detección, e igual a 10 

para el límite de cuantificación.  

𝑆𝐵 , es la desviación estándar correspondiente a la señal del blanco. 

𝐵1 , es la pendiente de la curva de calibración. 

𝑛 , corresponde a las réplicas de cada medición. 

La mayoría de los métodos para el cálculo del límite de cuantificación usan la señal del 

blanco (el blanco en HPLC es el ruido de la señal), y la desviación estándar del mismo. 

Calcular la señal media del blanco en HPLC es difícil e impreciso, por lo tanto se 

implementó otro método de análisis, que se basa en los mismos principios; el método 

basado en la extrapolación de la recta de calibración a concentración cero, el cual consiste 

en usar la pendiente de la recta obtenida mediante regresión por mínimos cuadrados y el 

valor del blanco por extrapolación de dicha recta [115]. 
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 El método consiste en la construcción de dos curvas, una de ellas es la correspondiente 

o análoga a la curva de calibración, pero a concentraciones cercanas a lo que se esperaba 

que fueran los límites de detección y cuantificación y, como ya se había mencionado, 

extrapolando esta curva a concentración cero se obtuvo el termino 𝐵0 que representa el 

equivalente a la señal ruido o blanco, (Ver ecuación 13) 

𝐴𝑗 = 𝑐𝑗 ∗ 𝐵1 + 𝐵0 

 

(13) 
 

Se calcula la desviación estándar de la señal proporcionada por el ruido, construyendo una 

segunda curva, a partir de una gráfica de las concentraciones en el eje de las abscisas y 

las desviaciones estándar de las respuestas en el eje de las ordenadas. Así, la ordenada 

en el origen de esta recta es considerada la desviación estándar de la señal del blanco, 

(Ver la ecuación 18)  

𝑆𝐴𝑗
= 𝑐𝑗 ∗ 𝐵2 + 𝐵𝑠 (18) 

 

donde, 

𝑆𝐴𝑗
, representa la desviación estándar de las respuestas. 

𝐵𝑠 , es la desviación estándar de la señal del blanco. 

𝐵2 , es la pendiente de la recta. 

𝑐𝑗  , es cada una de las concentraciones de la curva. 

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

teóricos de detección y cuantificación con las siguientes ecuaciones (19) y (20): 

 

𝐿𝐶 =
𝐵0 + (10 ∗ 𝐵𝑠)

𝐵1 ∗ √𝑛
 

 

 

 
(19) 

 

𝐿𝐷 =
𝐵0 + (3 ∗ 𝐵𝑠)

𝐵1 ∗ √𝑛
 

 
(20) 
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3.3.1 Ejemplo de estimación del límite de detección y 
cuantificación para el péptido DM1.14 

A continuación, se muestra a modo de ejemplo, la forma en qué se estimaron los límites 

de detección y de cuantificación para el péptido DM1.14. 

Partiendo de un análisis cualitativo previo se escogieron las concentraciones de trabajo, 

en el intervalo donde se esperaba estuviera el límite de detección; las soluciones para el 

análisis se hicieron preparando una solución concentrada y haciendo diluciones sucesivas 

de la misma. Se emplearon cuatro niveles de concentración, con tres réplicas en cada nivel 

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

Tabla 7: Señales de respuesta de cada una de las soluciones de referencia para la 
estimación del límite de detección del péptido DM1.14. 

Concentración 
(mg/mL) 

 × (𝟏𝟎𝟑) 

Señal en el equipo: área en mAU S 

Solución 1 Solución 2 Solución 3 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 aplicación 

del método: 

 

𝐴𝑗 = 1767 ∗ 𝑐0 + 1,0128 

 

𝑆𝐴𝑗
= 21,474 ∗ 𝑐0 + 0,6507 

Por lo tanto, se establece que: 

La desviación estándar de la señal del blanco es  𝐵𝑠 = 0,6507. 

La pendiente de la recta por regresión lineal es 𝐵1 = 1767. 

La señal ruido o blanco es  𝐵0 = 1,0128. 
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De esta manera se hace el cálculo de los límites de detección y cuantificación para esta 

sustancia bajo las condiciones experimentales, así: 

 

𝐿𝐶 =
1,0128 + (10 ∗ 0,6507)

1767 ∗ √3
= 0,00246𝑚𝑔/𝑚𝐿 

 

𝐿𝐷 =
1,0128 + (3 ∗ 0,6507)

1767 ∗ √3
= 0,00097𝑚𝑔/𝑚𝐿 

 

En la tabla número 8 se muestran los límites de detección y cuantificación de las sustancias 

analizadas en este estudio. 

Tabla 8: Límites de detección y cuantificación, en mg/mL, para el análisis por HPLC-RP 
de las sustancias estudiadas. 

Sustancia LC × (𝟏𝟎𝟑)𝐦𝐠/
𝐦𝐋 

LD × (𝟏𝟎𝟑)𝐦𝐠/
𝐦𝐋 

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

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

En esta sección presentamos las ecuaciones para el cálculo de la cantidad de sustancia 

transportada y acumulada en el compartimento aceptor, además de la incertidumbre de 

estas cantidades. De la concentración en mg/mL (hallada a partir de la regresión lineal), 

se calcula la masa en miligramos y por último se estima la cantidad transportada por unidad 

de área. Con esta se hace la estimación de los parámetros difusivos que caracterizan el 

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

Para el cálculo 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 

llevó a cabo cada experimento y la corrección debida a la pérdida de material por las 

muestras tomadas. 

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

siguiente manera: 

𝑝𝑎𝑐𝑢𝑚 = 𝐶𝑛 ∗ 𝑉𝑟𝑒𝑐𝑒𝑝𝑡𝑜𝑟 + 𝑉𝑗 ∗ ∑ 𝑐𝑗

𝑛−1

𝑗

 

 

 
 

(19) 
 

Donde: 

𝑝𝑎𝑐𝑢𝑚 , son los miligramos acumulados que han atravesado la membrana al momento de 

la toma de la muestra. 

𝐶𝑛  , es la concentración calculada en el compartimento receptor al momento de la toma 

de la muestra. 

𝑉𝑟𝑒𝑐𝑒𝑝𝑡𝑜𝑟  , es el volumen del compartimento receptor de la celda donde se lleva a cabo el 

estudio. 

𝑉𝑗 , es el volumen de muestra tomado del compartimento receptor. 

𝑐𝑗 , 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 ecuación (19), los miligramos que 

se pierden con cada muestra tomada se pueden estimar con la concentración que tiene la 

solución en el momento en que se toma cada muestra, multiplicado por el volumen de la 

alícuota.  

Por ejemplo, el cálculo 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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concentración por el volumen del compartimento receptor de la celda donde se llevó a cabo 

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

que se tomaron antes tal como se describe en la ecuación 19.   

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

Muestra Tiempo 

(𝒉) 

𝑪𝒋 (𝒎𝒈/𝒎𝑳) 𝒑𝑨𝒄𝒖𝒎 (𝒎𝒈) 

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 11 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 

C0 =7,5 mg/mL, volumen de la celda = 17,254 ± 0,002 mL. 

3.4.2 Estimación de la incertidumbre de la cantidad de masa 
transportada 

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

ver ecuación (20): 

U𝑝𝑎𝑐𝑢𝑚
= √(𝑈𝑝𝑐𝑛

)
2

+ ∑ (𝑈𝑝𝑐𝑗
)

2
𝑛−1

𝑗

 

 
 

(20) 
 

donde: 
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𝑈𝑝𝑐𝑛
, es la incertidumbre asociada al cálculo de la masa de la muestra problema en 

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

compartimento receptor.  

𝑈𝑝𝑐𝑗
, es la incertidumbre asociada al cálculo de la masa de cada una de las alícuotas 

tomadas anteriormente a la muestra problema.  

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

Up𝑎𝑐𝑢𝑚 = √[𝑝𝐶𝑛 √(
𝑈𝑐𝑛

𝑐𝑛
)

2

+ (
𝑈𝑉 𝑟𝑒𝑐𝑒𝑝

𝑉𝑟𝑒𝑐𝑒𝑝
)

2

  ]

2

+ ∑ [𝑝𝐶𝑗 √(
𝑈𝑐𝑗

𝑐𝑗
)

2

+ (
𝑈𝑉 𝑎𝑙𝑖𝑐𝑢𝑜𝑡𝑎

𝑉𝑎𝑙𝑖𝑐𝑢𝑜𝑡𝑎
)

2

  ]

2
𝑛−1

𝑗

 

 

donde,  

 
 
 
 
(21) 

 

𝑝𝐶𝑛, es la masa calculada para la muestra a partir de la concentración y el volumen del 

compartimento receptor.  

𝑈𝑐𝑛, es la incertidumbre de la concentración debida a la regresión lineal para la muestra 

problema. 

𝐶𝑛  , es la concentración calculada en el compartimento receptor al momento de la toma de 

la muestra. 

𝑈𝑉𝑟𝑒𝑐𝑒𝑝, es la incertidumbre del compartimento receptor en el cual se llevó acabo el 

experimento. 

𝑉𝑟𝑒𝑐𝑒𝑝, es el volumen del compartimento receptor. 

𝑝𝐶𝑗, es la masa de soluto en cada una de las muestras tomadas. 

𝑈𝑐𝑗, es la incertidumbre 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 regresión lineal, de las muestras tomadas anteriormente a la muestra problema. 
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𝑉𝑎𝑙𝑖𝑐𝑢𝑜𝑡𝑎, es el volumen de muestra tomado del compartimento receptor. 

𝑈𝑉 𝑎𝑙𝑖𝑐𝑢𝑜𝑡𝑎, es la incertidumbre del equipo volumétrico con el que se tomaron las muestras. 

3.4.3 Cálculo del porcentaje de sustancia que se transportó a 
través de la membrana e incertidumbre 

El cálculo del porcentaje de sustancia transportada, en relación a la cantidad puesta al 

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

% (𝑝 𝑝)⁄
𝑡𝑟𝑎𝑛𝑠𝑝𝑜𝑟𝑡𝑎𝑑𝑜

 =  (
𝑝 𝑎𝑐𝑢𝑚

 𝑝𝑑𝑜𝑛𝑜𝑟  
)  ∗ 100 

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

transportado será: 

𝑈%𝑝
𝑝

 𝑡𝑟𝑎𝑛𝑠𝑝𝑜𝑟𝑡𝑎𝑑𝑜
= % 𝑝

𝑝
 𝑡𝑟𝑎𝑛𝑠𝑝𝑜𝑟𝑡𝑎𝑑𝑜

 √(
𝑈𝑝𝑑𝑜𝑛𝑜𝑟

𝑝𝑑𝑜𝑛𝑜𝑟

)

2

 + (
𝑈𝑝 𝑎𝑐𝑢𝑚

𝑝𝑎𝑐𝑢𝑚

)
2

 

donde, 

 
 

(23) 
 

 

 
 

(22) 
 

𝑝𝑑𝑜𝑛𝑜𝑟 , es la masa de soluto que contiene la solución en el compartimento donor al inicio 

del experimento, las cuales se calculan a partir de la concentración de la solución madre y 

de la alícuota 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 

ecuación, ver ecuación (25), 

𝑈𝑝𝑑𝑜𝑛𝑜𝑟
= 𝑝𝑑𝑜𝑛𝑜𝑟  √(

𝑈 𝐶𝑑𝑜𝑛𝑜𝑟

𝐶𝑑𝑜𝑛𝑜𝑟
)

2

+ (
𝑈𝑉 𝑎𝑙𝑖𝑐𝑢𝑜𝑡𝑎

𝑉𝑎𝑙𝑖𝑐𝑢𝑜𝑡𝑎
)

2

 

 
(25) 

 

donde,  𝑈𝐶𝑑𝑜𝑛𝑜𝑟
 tiene la siguiente expresión: 
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𝑈𝐶𝑑𝑜𝑛𝑜𝑟
= 𝐶𝑑𝑜𝑛𝑜𝑟  √(

𝑈𝑚𝑔 𝑝𝑒𝑠𝑎𝑑𝑜𝑠

𝑚𝑔𝑝𝑒𝑠𝑎𝑑𝑜𝑠
)

2

+ (
𝑈𝑉 𝑑𝑖𝑠𝑜𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛

𝑉𝑑𝑖𝑠𝑜𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛
)

2

 

 
 

(26) 
 

En la tabla número 10 se muestran los datos usados para el cálculo del %
p

p
 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 
(mg) 

𝑼𝒑𝑨𝒄𝒖𝒎 
(mg) 

%𝐩
𝐩

 𝑼%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 

C0 =7,0 mg/mL, volumen de la alícuota aplicada fue 1,000 mL ± 0,001 mL. 
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3.4.4 Cálculo de la cantidad de sustancia transportada por 
unidad de área (Q) e incertidumbre 

El área de transporte de los compartimentos donores de cada una de las celdas se 

determinó a partir de la medición del diámetro del compartimento con un pie de rey, con 

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

El cálculo de la cantidad de soluto transportado por unidad de área 𝑄 (mg/cm2), se hizo a 

partir de la masa transportada en determinado momento (𝑝𝑎𝑐𝑢𝑚), dividido por el área 

efectiva de la membrana en centímetros. La incertidumbre de la medida se hizo de manera 

análoga a como se hizo para las demás medidas, donde se involucraron operaciones. Ver 

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

𝑄 =
𝑃 𝑎𝑐𝑢𝑚

𝐴𝑑𝑜𝑛𝑜𝑟
 

 

 
(25) 

 

𝑈𝑄 =  𝑄√(
𝑈𝑝 𝑎𝑐𝑢𝑚

𝑝𝐴𝑐𝑢𝑚
)

2

+ (
𝑈𝐴 𝑑𝑜𝑛𝑜𝑟

𝐴𝑑𝑜𝑛𝑜𝑟
)

2

 

 
 

(26) 
 

Donde 𝑈𝐴 𝑑𝑜𝑛𝑜𝑟  y 𝐴𝑑𝑜𝑛𝑜𝑟  corresponden a la incertidumbre de la medida de área y el área 

de transporte del compartimento donor, respectivamente. 

Tabla 11: Medidas de Q (mg/cm2) y su incertidumbre para la réplica 12 del estudio del 
péptido DM.1.14 

𝑻𝒊𝒆𝒎𝒑𝒐 (𝒉) 𝑷𝒂𝒄𝒖𝒎(𝒎𝒈) 𝑼𝑷𝒂𝒄𝒖𝒎(𝒎𝒈) 𝑸(𝒎𝒈
/𝒄𝒎𝟐) 

𝑼𝑸(𝒎𝒈
/𝒄𝒎𝟐) 

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 Análisis de la consistencia estadística de las réplicas 
durante el proceso de muestreo 

Antes de proceder con el análisis fisicoquímico de los datos experimentales es necesario 

evaluar si la distribución de estos es adecuada en términos estadísticos, es decir, evaluar 

la fiabilidad y consistencia de los mismos. Los resultados que presentaremos a 

continuación se obtuvieron con el software estadístico R-project v3.4.2 [116], con los 

siguientes paquetes de análisis: para leer archivos de Excel se usó xlsx, para visualizar los 

datos y los modelos gráficos se usaron ggplot2 [117, 118], y lattice [119, 120], para 

modelos aditivos y estimación de curvas se usó 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 difusión de 4 compuestos; cafeína 

como sustancia de control y los tres péptidos sintetizados en este estudio; DM1.14, DM1.16 

y DM1.18. En la tabla número 12 se muestran el número de experimentos realizados para 

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

Tabla 12: Especificación de la obtención de la población 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 

Cafeína 2-24 h 10 

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

un cromatograma respecto al tiempo, estos datos permitieron el cálculo de 
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concentraciones en el compartimento receptor correspondiente a cada tiempo de toma de 

muestra, y el cálculo de la masa acumulada respecto al área de transporte, que se hizo 

siguiendo el procedimiento explicado en la sección 3. 

3.5.1 Distribución de los datos 

A partir de los datos de concentración y masa se hizo la prueba de normalidad de Shapiro-

Wilks [123], para comprobar si los datos se distribuyen con criterio de normalidad, y así 

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 𝒑𝒂𝒄𝒖𝒎 %
𝒑

𝒑
 

𝑸 

2 Cafeína FALSE FALSE TRUE FALSE 

3 Cafeína TRUE TRUE TRUE TRUE 

4 Cafeína FALSE FALSE FALSE FALSE 

5 Cafeína FALSE FALSE FALSE FALSE 

6 Cafeína TRUE TRUE TRUE TRUE 

7 Cafeína TRUE TRUE TRUE TRUE 

8 Cafeína TRUE TRUE TRUE TRUE 

9 Cafeína TRUE TRUE TRUE TRUE 

10 Cafeína TRUE TRUE TRUE TRUE 

11 Cafeína TRUE TRUE TRUE TRUE 

12 Cafeína TRUE TRUE TRUE TRUE 

13 Cafeína TRUE TRUE TRUE TRUE 

14 Cafeína TRUE TRUE TRUE TRUE 

15 Cafeína TRUE TRUE TRUE TRUE 

16 Cafeína TRUE TRUE TRUE TRUE 

17 Cafeína TRUE TRUE TRUE TRUE 

18 Cafeína TRUE TRUE TRUE TRUE 

19 Cafeína TRUE TRUE TRUE TRUE 

20 Cafeína TRUE TRUE TRUE TRUE 

21 Cafeína FALSE TRUE TRUE TRUE 

22 Cafeína FALSE TRUE TRUE TRUE 

23 Cafeína FALSE FALSE TRUE TRUE 

24 Cafeína FALSE FALSE TRUE TRUE 
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Tiempo Compuesto 𝒎𝒈/𝒎𝑳 𝒑𝒂𝒄𝒖𝒎 %
𝒑

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 

11 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 

22 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 

8 DM1.16 TRUE TRUE TRUE TRUE 

9 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 %
𝒑

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 experimentación las distintas replicas no tienen distribución 
normal, mientras que “TRUE” significa que los datos a este tiempo de experimentación distribuyen 
normalmente. 

La mayoría de los datos tienen una distribución normal, sin embargo, es en las medidas 

de Q (mg/cm2) donde se encuentra la menor cantidad de “FALSE”, esto es porque esta 

medida es la que ofrece una mejor corrección de las variables dimensionales de las celdas, 

al tener en cuenta el área de transporte.  

3.5.2 Comparación entre los modelos de tendencia 

Una vez se comprobó que la mayoría de los datos en cada momento de la medición tienen 

distribución normal, se hizo la estimación de la tendencia en media de cada uno de los 

compuestos, para ello se usó la regresión local (loess), la cual estima una curva suavizada 

de la tendencia de los promedios. Además, se calculó el área de confianza de la curva 

dada por los intervalos al 95% de confianza para los promedios en cada tiempo de 

medición. 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 cafeína, 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 área de confianza, que 

es más 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.  

 

Los puntos representan los promedios y las áreas los intervalos de confianza al 95%. 

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

Para esta investigación 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 estimación 

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

sobre los factores de la experimentación, 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, así 
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se comprueba estadísticamente 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 cafeína no hay diferencias 

significativas, pues la tendencia, así como el área de confianza, se sostienen por la recta 

horizontal (y=0). Con respecto a la diferencia entre los compuestos DM1.16 y DM1.18 el 

ángulo entre la recta y el eje horizontal es agudo, esta recta tiende a ser paralela a y=0, 

esto indica que estadísticamente pueden ser iguales, los mismo pasa en la comparación 

entre la cafeína y el péptido DM1.18. 
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Figura 11:Diferencia entre los comportamientos en medias de los distintos compuestos. 

 



Capítulo 3 83 

 

 

3.6 Análisis gráfico de los promedios de Q para cada una 
de las sustancias de estudio. 

En esta sección se exponen los promedios de los perfiles difusivos de la cantidad 

acumulada por unidad de área Q, versus el tiempo de experimentación; estás gráficas 

contienen todos los experimentos hechos y las líneas de error corresponden a la 

desviación estándar de todas las réplicas.   

3.6.1 Análisis del transporte de la cafeína como molécula de 
control 

Los experimentos de transporte de la cafeína se hicieron con una concentración inicial en 

el compartimento donor de 10 mg/mL, el experimento se repitió 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 gráfica 2 y tabla 14: 

Gráfica 2: Promedio de la cantidad acumulada por unidad de área (Q), versus el tiempo de 
experimentación del estudio de transporte de la cafeína. 

 

Las barras de error representan la desviación estándar de los datos de las 10 réplicas. 

 

 

 

Tabla 14: Promedio de las cantidades acumuladas (en mg y mg/cm2 (Q)) y sus 
desviaciones estándar del estudio de transporte de la cafeína. 

𝒕 (𝒉) 𝑸̅ (mg/cm2) 

× (𝟏𝟎𝟏) 

DE 

× (𝟏𝟎𝟏) 

𝒑̅𝒂𝒄𝒖𝒎(mg) 

× (𝟏𝟎𝟐) 

DE 

× (𝟏𝟎𝟐) 

𝟐 0,3 0,3 2,8 2,9 

𝟑 0,4 0,3 4,9 3,2 

𝟒 0,6 0,4 7,2 4,5 

𝟓 0,7 0,6 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 3,1 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 3,9 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 5,0 0,8 56,1 11,0 

𝟐𝟎 5,3 0,8 66,9 5,6 

𝟐𝟏 5,5 1,0 63,0 12,4 

𝟐𝟐 5,8 1,1 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 Análisis gráfico de los estudios de transporte para el 
péptido DM1.14 . 

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

que 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 gráfica 3. 

Se tomaron muestras aproximadamente cada hora; desde la segunda hora de 

experimentación 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 razón por la 

cual el transporte empieza a disminuir su velocidad después de las 10 horas de 

experimentación y se hace mucho más lento a partir de las 15 horas, (ver gráfica 3), el 

gradiente de concentración no es lo suficientemente amplio para que se dé el transporte, 

además no se mantienen las condiciones de sumidero en el compartimento receptor. 
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Gráfica 3: Promedio de las cantidades acumuladas por unidad de área (Q), versus el 

tiempo de experimentación del estudio de transporte del péptido DM1.14. 

 

Las barras de error representan la desviación estándar de las 15 réplicas. La mayor tasa de difusión 

se da hasta las 10 horas de experimentación, 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/cm2 (Q)) en el 
compartimento receptor para cada tiempo y sus desviaciones estándar del estudio del 
transporte del péptido DM1.14. 

𝒕 (𝒉) 𝑸̅ (mg/cm2) DE 𝒑̅𝒂𝒄𝒖𝒎  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 Análisis gráfico de los estudios de transporte para el 
péptido DM1.16 . 

La concentración de la solución 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, consistió 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 experimentación siempre estuvieron por debajo del 

límite de detección del método cromatográfico; por lo tanto, sólo se tuvieron en cuenta los 

datos de la hora siete en adelante. Incluso en este momento algunas replicas todavía no 

registraban péptido en el compartimento receptor. 
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Gráfica 4: Promedio de las cantidades acumuladas por unidad de área del péptido DM1.16 
versus el tiempo de experimentación. 

 

Las barras de error corresponden a la desviación estándar de la media de las 12 réplicas. 

En la gráfica 4 y en la tabla 16 se muestran los promedios de las cantidades acumuladas 

en mg y en mg/cm2 (Q) del péptido DM1.16 y sus respectivas desviaciones estándar.  

La tendencia de los puntos de la gráfica 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 experimentación. En la tabla 16 puede verse que a 

las 24 horas de tiempo del experimento se habían 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 

que el gradiente de concentración, a las 24 horas, fue lo suficientemente amplio como para 

mantener las condiciones del transporte. 
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Tabla 16: Promedio de las cantidades acumuladas (en mg y mg/cm2 (Q)) en el 
compartimento receptor para cada tiempo y sus desviaciones estándar del estudio del 
transporte del péptido DM1.16. 

𝒕 (𝒉) 𝑸̅ (mg/cm2) DE 𝒑̅𝒂𝒄𝒖𝒎  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 Análisis gráfico 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 solución. Se muestran los 

perfiles del comportamiento de la masa acumulada en el tiempo en la gráfica 5. No se 

tomaron muestras cada hora como en las pruebas con las otras sustancias, pues, como 

puede verse en la gráfica 5, los cambios entre hora y hora fueron mínimos, así, que, para 

poder observar mejor el perfil difusivo, se tomaron muestras a las 27, 29, 30 y 43 horas de 

experimentación. 

En la tabla 17 y en la gráfica 5 se muestran las cantidades acumuladas por unidad de área 

en el compartimento receptor para el estudio del péptido DM1.18. Se observa una variación 

muy lenta a lo largo del tiempo; la línea de tendencia tiene una pendiente pequeña en 
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comparación con las otras sustancias trabajadas en este estudio. En la tabla 17 se puede 

observar cómo, a las 24 horas de experimentación, sólo un 4 % de la cantidad en 

miligramos puesta en el compartimento donor, había a travesado la membrana y, a las 43 

horas de experimentación se alcanzó tan sólo 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 estándar del estudio del 
transporte del péptido DM1.18. 

𝒕 (𝒉) 𝑸̅ (mg/cm2) 
× (𝟏𝟎𝟏) 

DE 
× (𝟏𝟎𝟏) 

𝒎𝒈̅̅ ̅̅ ̅𝒂𝒄𝒖𝒎  
× (𝟏𝟎𝟐) 

DE 
× (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 4,9 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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Gráfica 5: Promedio de las cantidades acumuladas por unidad de área del péptido DM1.18 
versus el tiempo de experimentación. 

 

 

3.6.5 Comparación entre los comportamientos difusivos de las 
cuatro sustancias. 

La gráfica 6 compara los promedios de las cantidades de sustancia transportada versus el 

tiempo de experimentación para cada compuesto. Se puede ver como las líneas no se 

cruzan a lo largo del tiempo; el péptido DM1.14 rápidamente empieza a transportarse hasta 

que se agota el gradiente, lo cual pasa en las primeras 15 horas, la cafeína también 

empieza a transportarse rápido y no muestra tendencia de agotamiento del transporte, por 

debajo de la cafeína está el péptido DM1.16, con una tendencia muy parecida y cercana a 

la de la cafeína. 

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

es mayor y su tasa de difusión también lo es. 
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Gráfica 6: Comparación entre los promedios acumulados por unidad de área Q para cada 
sustancia estudiada. 

 

  

 

 

 



 

 

 

4. Resultados 

En este capítulo se presentan los principales resultados obtenidos del trabajo de 

investigación. En la primera parte se trata lo relacionado con la síntesis de péptidos y las 

características y propiedades fisicoquímicas estimadas mediante servidores 

bioinformáticos. 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 Síntesis de péptidos 

Se sintetizaron tres péptidos, partiendo de las péptidos DM1.4 (LWKTMLKKLGTWAL)  y  

DM1.6 (GLWKTWLKKLGTWAL), derivados de la  Dermaseptina,  los cuales fueron 

diseñados 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 planeó modificar las secuencias peptídicas. Las 

modificaciones en las secuencias se hicieron de manera que mantuvieran la estructura 

secundaría del péptido original, también se buscó hacer más cortas las secuencias, pero 

manteniendo los aminoácidos que se consideran relevantes en la actividad biológica de 

los péptidos, pues, aunque las membranas celulares no tienen semejanza química con el 

estrato córneo de la piel, las interacciones primarias que sirven para que un fármaco pueda 

atravesar la membrana celular y entrar a su sitio de acción, son similares a las 

interacciones primarias que tendrá un fármaco con la piel antes de iniciar su transporte a 

través de ella.  

La primera modificación en ambos péptidos fue quitar un aminoácido triptófano en la 

estructura (ver figura 12), para disminuir la masa molar de los péptidos sin que hubiera 

cambios radicales en la estructura secundaría de los mismos, además, los aminoácidos 

terminales de estos péptidos son los responsables de la actividad antimicrobiana de los 
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péptidos DM1.4 y DM1.6, por lo tanto, no se alteró la última parte tratando de preservar 

esta propiedad.  

Una vez se comparó el transporte de los péptidos modificados, los llamados DM1.16 y 

DM1.14, se encontró que el péptido DM1.14 se transportaba mucho más eficientemente a 

través de la membrana que su análogo. A partir de comparar las secuencias y las 

diferencias en las estructuras se modificó el péptido DM1.14, quitando el aminoácido 

metionina y la primera leucina. Se encontró 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: Modificación en las secuencias peptídicas.  

 

 

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 aminoácidos, en las cadenas 

peptídicas al final de la síntesis; por ejemplo, en la síntesis del péptido DM1.16  hubo 

dificultad en el acople del  triptófano (W) en la posición 3 (acople 12), éste sitio de reacción 

es de difícil acceso debido al impedimento estérico que genera este aminoácido 

voluminoso y sus vecinos también voluminosos (K y L), como se ve en la secuencia (Ver 
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tabla 18).  Además, a medida que se genera la conformación de α-hélice de los péptidos, 

los residuos de aminoácido se acercan los unos a los otros, por lo cual se hace más difícil 

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

En general se presentaron dificultades en los últimos acoples de las secuencias durante el 

proceso de síntesis (primeras posiciones de las cadenas peptídicas), cuando los acoples 

no se dieron completamente, fue necesario repetir la reacción con más excesos del 

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

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

Péptido Secuencia Rendimiento 
teórico (mg) 

Rendimiento 
de la 

síntesis 
(mg) 

Porcentaje 
de 

rendimiento 

 
Porcentaje 
de Pureza 

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 Estimación de las propiedades fisicoquímicas de los 
péptidos sintetizados mediante herramientas 
bioinformáticas. 

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

con sus parámetros difusivos, se estimaron algunas propiedades fisicoquímicas. La 

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

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

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

resultados se muestran en la tabla  18-4.  

Tabla 19: Parámetros fisicoquímicos de las secuencias sintetizadas, a partir [126], [127]. 

Péptido Secuencia Clasificación de la 
estructura secundaría 

* 

% 
hélice 

Carga 
neta 

% de 
residuos 

no 
polares 

Hidrofobicidad Log P 
Coeficiente de 

reparto 
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 secundaría aleatoria), H: α- 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 DM1.16, lo cual podría esperarse debido a la secuencia de la cadena de 

aminoácidos y el tipo de ellos.  

Otra propiedad importante que se evaluó en los péptidos sintetizados fue su capacidad de 

adoptar una forma tridimensional, en la que los aminoácidos hidrofóbicos están ubicados 

en una cara de la hélice y los aminoácidos hidrofílicos en la otra cara; esto les da a los 

péptidos un carácter anfipático. En la figura 13, se puede observar cómo es probable que 

se distribuyan espacialmente los aminoácidos en cada uno de los péptidos, en todos los 

residuos polares y de tipo iónico se ubican en la parte superior y los residuos de carácter 

hidrofóbico en la parte inferior de la figura. Sin embargo, en el péptido DM1.14, parece que 

una leucina (aminoácido apolar), se encuentra entre dos lisinas (aminoácido cargado 

positivamente). 

Figura 13: Modelos de rueda helical de los péptidos sintetizados. 

 

En línea con el servidor HeliQuest [126]. Los aminoácidos hidrófobos están en color amarillo, los 
cargados eléctricamente en azul y los polares en morado. La flecha representa la dirección del 
momento hidrofóbico. 

Como se mencionó en la sección 1, la estructura -hélice en los péptidos favorece el 

transporte de los mismos a través de las membranas biológicas, incluida la membrana piel, 

por lo tanto, se modeló la estructura de cada una de los péptidos con el servidor I-Tasser 

[127]; este tipo de servidores comparan la estructura primaria del péptido con segmentos 

de proteínas de las que ya conoce su estructura, presentes en una base de datos interna 

que contiene más de 3.000 proteínas bien caracterizadas. Determinando si hay 

coincidencias en la secuencia de aminoácidos, y alguna porción de una proteína donde se 

presente estructura α-hélice. (ver las figuras de 14 a la 16). El péptido con mayor porcentaje 

de estructura α-hélice es el DM1.16, seguido del DM1.14 y finalmente el DM1.18 no 

muestra suficiente porcentaje de aminoácidos conformando estructura α- helicoidal. 



Capítulo 4 97 

 

 

Figura 14: Modelo tridimensional de la estructura secundaría del péptido DM1.14. 

 

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

 

Figura 16: Modelo tridimensional de la estructura secundaría del péptido DM1.18.  
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4.1.2 Caracterización de la estructura secundaria de los péptidos 
por dicroísmo circular 

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

secundaria de péptidos y proteínas, La técnica se basa en el hecho de que la interacción 

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

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

compuesto en evaluación [128].  

El enlace peptídico presenta transiciones n→π* a 220 nm y π→π* a 190 nm, así que en 

péptidos y proteínas se presentan patrones en el espectro de acuerdo a su estructura; se 

sabe que las proteínas con estructura secundaría β-plisada tienen un mínimo en 218 nm y 

un máximo en 195 nm, las proteínas α-helicales tienen dos mínimos uno en 222 nm y otro 

en 208 nm además, un máximo a 193 nm,  mientras que las proteínas no estructuradas 

(random coil)  tienen muy baja elipticidad por encima de 210 nm y un mínimo en 195 nm 

[129].  

Los resultados de las pruebas de dicroísmo circular, ver figura 17, mostraron que el péptido 

DM1.16 presenta una estructura α-hélice bien definida, en el espectro se presenta un 

máximo aproximadamente a 190 nm, un mínimo aproximadamente a 208 y otro pequeño 

mínimo en 225. 

El péptido DM1.14 también presenta estructura secundaría α-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 patrón típico de las estructuras α-helicales, más bien muestra 

una configuración no estructurada con un mínimo alrededor de los 200 nm. 

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

análisis bioinformáticos en las moléculas. 
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Figura 17: Espectros Dicroísmo circular 30% TFE, a temperatura ambiente. 
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4.2 Resultados de los estudios de transporte 

Los estudios de difusión de los péptidos sintetizados se llevaron a cabo durante 24 horas, 

para los péptidos DM1.16, DM1.14 y la cafeína, y durante 43 horas para para el péptido 

DM1.18. Cada experimento de transporte inició una vez se puso en el compartimento donor 

la solución de estudio. Las cantidades permeadas acumuladas (mg y en mg/cm2) 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 agitación en la cámara donora, las 

sustancias se transportaban de la cámara donora a la cámara receptora hasta que el 

transporte se extinguía debido al cambio en el gradiente.  

El proceso para hallar los parámetros difusivos consistió en ajustar los datos 

experimentales al modelo difusivo de Fick de dosis infinita, pero dadas las características 

del sistema de estudio, fue necesario realizar una aproximación de pseudo estado estable, 

esta consiste en tomar los datos del tiempo de experimentación cuando el sistema se 

encuentra con un gradiente constante de potencial químico que se puede notar cuando la 

gráfica del perfil difusivo (Q vs el tiempo de experimentación) se comporta de manera 

lineal; tomando la pendiente de la  línea recta y el intercepto con el eje del tiempo se 

obtuvieron los parámetros llamados empíricos, estos sirvieron como valores semilla para 

hallar los parámetros llamados analíticos.   

Estos parámetros difusivos analíticos se hallaron mediante un ajuste numérico de todos 

los datos experimentales a la solución analítica en el transciende de la segunda ley de 

Fick.   

4.2.1 Parámetros difusivos hallados experimentalmente 

Para estudiar el transporte de los péptidos a través de la membrana Strat-M ® se 

construyeron graficas de la cantidad de fármaco acumulado en el compartimento aceptor 

𝑄 (mg/cm2), frente al tiempo en horas; pues los datos de Q (ver la tabla 13), son los que 

tienen mayor porcentaje de distribución estadística normal.   

El objetivo fue estimar los parámetros de permeación transdérmica que definen las 

características del transporte de estas sustancias químicas a través de la piel. Como ya se 

dijo, cuando la difusión ha alcanzado el estado estacionario se pueden hallar los 
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parámetros difusivos a partir de la porción lineal de la curva. Una vez se ha alcanzado el 

estado estacionario la pendiente del ajuste lineal corresponde al valor del flujo 

transdérmico 𝐽𝑠𝑠 (mg/cm2h), el tiempo de latencia 𝑡𝑙𝑎𝑡 corresponde a la intersección con el 

eje del tiempo de la misma curva, y el coeficiente de permeabilidad 𝑘𝑝 se puede hallar con 

la siguiente ecuación (ver sección 1.6), 

𝑘𝑝 =
𝐽𝑠𝑠

𝐶0
 

            

El coeficiente de difusión D se puede despejar usando la siguiente ecuación de la sección 

1.6, y tomando como valor de l el espesor físico de la membrana, que para las membranas 

de este estudio es de 0,0324 cm. 

𝑡𝑙𝑎𝑡 =
𝑙2

6𝐷
 

           

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 concentración de la 

sustancia de estudio permanece constante. 

Se muestra un ejemplo de la aplicación de esta metodología experimental con la cafeína, 

(ver grafica 7).  Se puede ver como los datos, en el caso de este compuesto, se ajustan a 

una línea recta durante todo el tiempo de experimentación, 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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Gráfica 7: Porción lineal de la curva del perfil difusivo de la cafeína. 

 

 

El ajuste lineal de los puntos seleccionados con 𝑅2 = 0,9964 se describe con la siguiente 

ecuación: 

𝑦 = (7,00 × 10−3)𝑥 − 0,0101 

Los parámetros difusivos obtenidos se pueden ver en la tabla 20, como se dijo 

anteriormente, el estado estable sólo se alcanza después de 2,7 veces el tiempo de 

latencia, así que en el caso de la cafeína se alcanzó después de las 6 horas de 

experimentación.  

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

Compuesto  𝒌𝒑 (cm/h) 

(𝟏𝟎𝟑) 

𝑱𝑺𝑺(mg/cm2*h) 

(𝟏𝟎𝟐) 

𝒕𝒍𝒂𝒕  (h)  𝑫 (cm2/s) 

(𝟏𝟎𝟗) 

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 

Cafeína 2,86 2,86 1,70 29,0 
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4.2.2 Parámetros analíticos hallados mediante la segunda ley de 
Fick 

Se ajustaron los datos experimentales a una cinética de difusión pasiva según la ecuación 

(13), [91, 92], 

 

𝑄 = 𝐴𝐾𝑙𝐶𝑣 [
𝐷𝑡

𝑙2
−

1

6
−

2

𝜋2
∑

(−1)𝑛

𝑛2

∞

𝑛=1

𝑒
(−

𝐷𝑛2𝜋2𝑡
𝑙2 )

] 

 

       

(13) 

La ecuación 13 se deriva de la segunda ley de Fick y se puede usar, incluso si no se ha 

alcanzado el estado estacionario. A partir de la determinación de  𝐾𝑙 y  
𝐷

𝑙2  se calculó el 

coeficiente de permeabilidad 𝑘𝑝 y de difusión D, tomando 𝑙 como el espesor físico de la 

membrana (ver sección 1.4). 

El cálculo de los parámetros 𝐾𝑙 y 
𝐷

𝑙2 , se hizo optimizando el error cuadrado entre los valores 

hallados empíricamente y los valores hallados con la solución analítica del modelo que 

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

Tabla 21: Parámetros difusivos hallados experimentalmente y los hallados a partir del 
ajuste de los datos a la solución analítica del modelo. 

Compuesto 𝑫 (cm2/s) 

(𝟏𝟎𝟗) 

𝒌𝒑 (cm/h) 

(𝟏𝟎𝟑) 

Analítico Empírico Analítico Empírico 

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 

Cafeína 29,9 37,2 2,75 2,86 
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Gráfica 8: Comparación entre los perfiles difusivos experimentales y los hallados a partir 
de la solución numérica del modelo difusivo de Fick para el péptido DM1.14 

 

Gráfica 9. Comparación entre los perfiles difusivos experimentales y los hallados a partir 
de la solución numérica del modelo difusivo de Fick para el péptido DM1.16 
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Gráfica 10. Comparación entre los perfiles difusivos experimentales y los hallados a partir 
de la solución numérica del modelo difusivo de Fick para el péptido DM1.18. 

 

 





 

 

5.  Análisis final 

Los parámetros hallados con la porción lineal de la curva de los perfiles difusivos, 

(parámetros empíricos), son en general cercanos a los parámetros hallados con la solución 

analítica del modelo que toma en cuenta todos los puntos de la curva, (parámetros 

analíticos), esto demuestra que el modelo de solución 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 transportó más significativamente, 

sin embargo, no se encuentra en las características fisicoquímicas de los tres péptidos 

grandes diferencias. Por ejemplo, los coeficientes de reparto octanol agua de los tres 

péptidos indican que son muy hidrofílicos, 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 más 

hidrofílico) y -5,36 del péptido DM1.18. 

 

La estimación bioinformática de hidrofobicidad muestra que el DM1.14 tiene el valor 

intermedio de los tres, podríamos suponer que está tendencia mínima a la lipofilia en 

relación a los demás péptidos, le favorece en términos de su habilidad para transportarse 

por la piel, pero, las diferencias son tan pequeñas que no se puede concluir que ésta sea 

una característica determinante. Parece ser que la razón por la cual se presenta este 

comportamiento se relaciona con la masa molecular de los péptidos; donde el más pesado, 

que 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 característica a tener en cuenta es el porcentaje de aminoácidos apolares; el péptido 

DM1.14 es el que mayor porcentaje tiene de aminoácidos apolares con un 54%, seguido 

del DM1.16 con 50%, y por último está el DM1.18 con un 45%. La tendencia es más clara 

con esta característica pues, parece ser que entre más aminoácidos apolares, mayor 

tendencia a la difusión por piel.  
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En relación a la estructura secundaría de los péptidos, se demostró que es el péptido 

DM1.16, en el que mayor porcentaje de aminoácidos en su estructura participan en la 

conformación α-hélice, lo cual no se relaciona con lo reportado en la literatura, que sugiere 

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

 

Se debe tener en cuenta que, las estructuras secundarías de estas moléculas fueron 

estimadas como si los péptidos estuvieran en todo momento en disolución acuosa, y, 

aunque en el vehículo es así, una vez la sustancia entra en contacto con la membrana, e 

intenta penetrar en ella,  entra en contacto con los lípidos que la componen, por lo tanto, 

las interacciones son radicalmente distintas a las esperadas a partir de las estimaciones 

fisicoquímicas en agua y la conformación secundaría del péptido también se puede ver 

modificada. 

 

Se buscó hacer comparaciones entre las características de las tres sustancias de estudio, 

pero, finalmente la comparación es mucho más compleja de lo que parece; no es suficiente 

pensar en el péptido aislado y en sus características fisicoquímicas y estructurales, la 

interacción 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 

relación 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 más liviano de los tres, pesa alrededor de 250 unidades de masa atómica 

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 relación entre la presencia del aminoácido metionina y la habilidad 

difusiva a través de la piel de los péptidos, si se comparan las características de las dos 

macromoléculas DM.14 y DM.16, no se encuentra diferencias suficientes, sin embargo, en 

la estructura primaría el péptido DM1.14 tiene el aminoácido metionina en vez del 

aminoácido triptófano del DM1.16.    



 

 

6. Conclusiones y Recomendaciones  

6.1 Conclusiones 

Los tres péptidos sintetizados como derivados análogos de la Dermaseptina se 

caracterizan por tener una estructura α-hélice como lo muestran los estudios 

bioinformáticos de estructura segundaria y las pruebas de dicroísmo circular, además 

tienen una disposición espacial de los aminoácidos que les confiere un carácter anfipático. 

 

El sistema de celdas de Franz diseñado permitió el estudio del transporte de péptidos 

análogos derivados de la Dermaseptina como lo mostraron los análisis estadísticos hechos 

a los datos en relación a las pruebas de normalidad y diferencias significativas entre los 

perfiles de transporte. 

 

Los datos de transporte a través de membrana sugieren que el aminoácido metionina (M) 

presente en la secuencia del péptido DM1.14 es fundamental en el transporte del péptido 

pues éste se transportó en mayor medida.  

 

La primera ley de Fick es un modelo adecuado para estudiar el transporte de los péptidos 

a través de membrana; así se obtuvieron los coeficientes de difusión de los péptidos; 

5,8 × 10−8𝑐𝑚2/𝑠 para el péptido DM1.14, 1,0 × 10−9𝑐𝑚2/𝑠 para el péptido DM1.16 y 

6,1 × 10−9𝑐𝑚2/𝑠 para el péptido DM1.18. 

 

El coeficiente de difusión hallado para el péptido DM1.14 ( 5,8 × 10−8𝑐𝑚2/𝑠) tiene un valor 

comparable con el coeficiente de difusión de la molécula de control cafeína 

(3,0 × 10−8𝑐𝑚2/𝑠), ni el tamaño, ni la hidrofobicidad, ni la estructura secundaría α-hélice, 

son determinantes en el transporte de macromoléculas.  

Cambios mínimos en la estructura química de los péptidos, sin esperar cambios en la 

posible actividad biológica, mejoró el transporte a través de membranas tipo piel, se 



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

 

 

entiende esto como una oportunidad para administrar tópicamente fármacos de naturaleza 

peptídica sin necesidad de un coadyuvante 

6.2 Recomendaciones    

Realizar simulaciones por dinámica molecular de equilibrio y de no-equilibrio para contribuir 

a elucidar el mecanismo de transporte de los péptidos a través de membranas, sintéticas 

o biológicas. 

Extender los estudios de transporte de los péptidos a membranas de origen biológico, 

como son la piel de cerdo y la piel humana.  

Utilizar otro diseño de celdas de difusión, tales como de diseño horizontal y celdas con 

recirculación 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 sanguíneo.  



 

 

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

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 Cafeína. 

Tiempo     
(h) R1 mg 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R1 U mg 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R2 mg 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R2 U mg 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R3 mg 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R3 U mg 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R4 mg 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R4 U mg 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R5 mg 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R5 U mg 

× (𝟏𝟎𝟏) 

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 2,4 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 3,4 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 3,4 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 5,2 0,1 5,1 0,1 

19 4,7 0,1 2,9 0,1 4,2 0,1 5,2 0,1 5,4 0,1 

21 5,4 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 5,7 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 Cafeína 

Tiempo     
(h) R6 mg 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R6 U mg 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R7 mg 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R7 U mg 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R8 mg 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R8 U mg 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R9 mg 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R9 U mg 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R10 mg 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R10 U 
mg 

× (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 4,2 0,1 

14 4,3 0,1 5,1 0,1 4,3 0,1 4,0 0,1 4,7 0,1 

15 4,5 0,1 5,5 0,1 4,5 0,1 4,6 0,1 5,0 0,1 

16 4,8 0,1 5,9 0,1 4,8 0,1 4,8 0,1 5,3 0,1 

17 5,1 0,1 7,1 0,1 5,1 0,1 5,2 0,1 5,7 0,1 

18 5,8 0,1 6,4 0,1 5,8 0,1 5,4 0,1 5,9 0,1 

19 5,9 0,1 6,6 0,1 5,9 0,1 5,7 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 7,4 0,1 6,4 0,1 6,4 0,1 7,1 0,1 

22 6,7 0,1 8,0 0,1 6,7 0,1 7,1 0,1 7,5 0,1 

23 7,0 0,1 8,4 0,1 7,0 0,1 7,1 0,1 7,8 0,1 

24 7,3 0,1 8 0,1 7,3 0,1 7,6 0,1 8,1 0,1 
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Tabla 24: Datos de la masa acumulada por unidad de área (Q), en el compartimento 
aceptor, y la incertidumbre de la medida. Réplicas de la 1 a la 5 del estudio de la Cafeína. 

Tiempo     
(h) 

R1 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R1 U 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟐) 

R2 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R2 U 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R3 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R3 U 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R4 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R4 U 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R5 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R5 U 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

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 0,3 0,1 0,3 0,1 0,3 0,1 

5 0,2 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 

7 0,7 0,1 0,9 0,1 0,7 0,1 0,9 0,1 0,9 0,1 

8 0,9 0,1 1,0 0,1 0,9 0,1 1,3 0,1 1,2 0,1 

9 1,4 0,1 1,4 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 3,1 0,1 2,8 0,1 

13 2,8 0,1 2,6 0,1 2,8 0,1 3,4 0,1 3,1 0,1 

14 3,1 0,1 2,8 0,1 3,1 0,1 3,7 0,1 3,4 0,1 

15 3,4 0,1 2,9 0,1 3,3 0,1 4,0 0,1 3,8 0,1 

16 3,6 0,1 2,9 0,1 3,6 0,1 4,4 0,1 4,0 0,1 

17 4,0 0,1 3,0 0,1 4,0 0,1 4,9 0,1 4,3 0,1 

18 4,1 0,1 3,1 0,1 4,2 0,1 5,0 0,1 4,7 0,1 

19 4,7 0,1 3,0 0,1 4,7 0,1 5,3 0,1 5,0 0,1 

21 4,7 0,1 3,3 0,1 4,7 0,1 5,8 0,1 5,8 0,1 

22 5,3 0,1 3,3 0,1 5,0 0,1 5,9 0,2 5,8 0,1 

23 5,4 0,1 3,4 0,1 5,4 0,1 6,3 0,2 6,4 0,2 

24 5,5 0,1 3,3 0,1 5,8 0,2 6,8 0,2 6,7 0,2 
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Tabla 25: Datos de la masa acumulada por unidad de área (Q), en el compartimento 
aceptor, y la incertidumbre de la medida. Réplicas de la 6 a la 10 del estudio de la 
Cafeína. 

Tiempo     
(h) 

R6 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R6 U 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R7 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R7 U 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R8 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R8 U 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R9 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R9 U 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R10 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R10 U 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

2 0,4 0,1 0,6 0,1 0,4 0,1 0,4 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 0,1 0,9 0,1 0,9 0,1 

5 1,2 0,1 1,5 0,1 1,1 0,1 1,2 0,1 1,2 0,1 

6 1,5 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 3,4 0,1 4,0 0,1 3,1 0,1 3,1 0,1 3,3 0,1 

13 3,6 0,1 4,5 0,1 3,3 0,1 3,3 0,1 3,6 0,1 

14 4,0 0,1 4,7 0,1 3,7 0,1 3,6 0,1 3,9 0,1 

15 4,4 0,1 5,1 0,1 3,9 0,1 4,0 0,1 4,2 0,1 

16 4,6 0,1 5,5 0,2 4,2 0,1 4,3 0,1 4,5 0,1 

17 4,9 0,1 5,7 0,2 4,5 0,1 4,6 0,1 4,7 0,1 

18 5,4 0,1 6,0 0,2 5,0 0,1 4,8 0,1 4,9 0,1 

19 5,6 0,1 6,1 0,2 5,2 0,1 5,1 0,1 5,3 0,1 

20 5,9 0,1 6,6 0,2 5,3 0,1 5,5 0,1 5,7 0,1 

21 6,2 0,1 6,9 0,2 5,6 0,1 5,7 0,1 5,9 0,1 

22 6,5 0,1 7,4 0,2 5,8 0,1 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 

 



 

 

B. Datos de los estudios de 
transporte del péptido DM1.16 

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     
(h) 

R1 mg 
 

R1 U mg 
 

R2 mg 
 

R2 U mg 
 

R3 mg 
 

R3 U mg 
 

R4 mg 
 

R4 U mg 
 

R5 mg 
 

R5 U mg 
 

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     
(h) 

R6 mg 
 

R6 U mg 
 

R7 mg 
 

R7 U mg 
 

R8 mg 
 

R8 U mg 
 

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     
(h) 

R6 mg 
 

R6 U mg 
 

R7 mg 
 

R7 U mg 
 

R8 mg 
 

R8 U mg 
 

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 experimentación, la cantidad de la 
sustancia de estudio está por debajo del límite de detección. 

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    
(h) 

R9 mg 
 

R9 U mg 
 

R10 mg 
 

R2 10 
mg 

 

R11 mg 
 

R11 U 
mg 

 

R12 mg 
 

R12 U 
mg 

 

7 -0,01 0,04 -0,01 0,04 -0,01 0,03 -0,02 0,04 

8 0,04 0,04 0,02 0,04 0,04 0,03 0,02 0,04 

9 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 experimentación, la cantidad de la 

sustancia de estudio está por debajo del límite de detección. 
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Tabla 29: Datos de la masa acumulada en el compartimento aceptor por unidad de área 
(Q), y la incertidumbre de la medida. Réplicas de la 1 a la 5 del estudio del péptido 
DM1.16 

Tiempo    
(h) 

R1 Q 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R1 U 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R2 Q 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R2 U 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R3 Q 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R3 U 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R4 Q 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R4 U 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R5 Q 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R5 U 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

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 2,1 0,3 

11 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     3,9 0,3 

18 2,6 0,2 3,9 0,3 5,1 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 5,4 0,3 

20 3,4 0,4     4,8 0,3 2,6 0,3 4,8 0,3 5,7 0,3 

22 4,0 0,2 5,2 0,4 6,1 0,3 5,0 0,3 6,1 0,3 

23 4,0 0,2 5,8 0,4 6,4 0,3 5,1 0,3 6,4 0,3 

24 4,4 0,2 6,0 0,4 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 área 
(Q), y la incertidumbre de la medida. Réplicas de la 6 a la 8 del estudio del péptido 
DM1.16.  

Tiempo    
(h) 

R6 Q 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R6 U 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R7 Q 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R7 U 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R8 Q 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R8 U 
mg/cm2 

× (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 1,1 0,5 2,4 0,5 

15 3,1 0,5 1,1 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 4,7 0,5 2,9 0,5 3,4 0,5 

21 4,9 0,5 3,5 0,5 4,1 0,5 

22 5,1 0,5 3,4 0,5 4,2 0,5 
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Tiempo    
(h) 

R6 Q 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R6 U 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R7 Q 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R7 U 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R8 Q 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R8 U 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

23 5,4 0,5 3,5 0,5 4,4 0,5 

24 5,2 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. 

Tiempo     
(h) 

R9 Q 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R9 U 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R10 Q 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R10 U 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R11 Q 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R11 U 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R12 Q 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R12 U 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

7 0,4 0,3 0,0 0,3 0,1 0,3 0,0 0,3 

8 0,5 0,3 0,2 0,4 0,4 0,3 0,2 0,3 

9 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 

11 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 

14 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 1,3 0,3 2,2 0,4 3,1 0,3 2,0 0,3 

17 1,5 0,3 2,6 0,4 3,7 0,3 2,5 0,3 

18 1,3 0,3 2,1 0,4 3,1 0,3 3,3 0,3 

19 2,5 0,3 3,3 0,4 4,6 0,3 2,7 0,3 

20 1,8 0,3 3,2 0,4 4,8 0,3 3,3 0,3 

21 2,1 0,3 3,4 0,4 5,0 0,3 3,5 0,3 

22 2,4 0,3 3,5 0,4 5,5 0,3 4,1 0,3 

23 2,3 0,3 4,3 0,4 6,4 0,3 4,5 0,3 

24 2,6 0,3 4,4 0,4 6,2 0,3 4,1 0,3 



 

 

C. Datos de los estudios de 
transporte del péptido DM1.18 

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. 

Tiempo     
(h) 

R1  mg  R1 U mg  R2  mg  R2 U mg  R3  mg  R3 U mg  R4  mg  R4 U mg  R5  mg  R5 U mg  

2 0,018 0,005 0,036 0,005 0,015 0,005 0,036 0,005 0,003 0,005 

3 0,028 0,005 0,022 0,005 0,030 0,005 0,022 0,005 0,004 0,005 

4 0,025 0,005 0,019 0,005 0,020 0,005 0,019 0,005 0,032 0,005 

5 0,014 0,005 0,019 0,005 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 0,005 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 0,504 0,004 
Los datos negativos significan que a ese momento de experimentación, la cantidad de la 

sustancia de estudio está por debajo del límite de detección. 

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.   

Tiempo     
(h) 

R6 mg  R6 U mg  R7 mg  R7 U mg  R8 mg  R8 U mg  R9 mg  R9 U mg  R10 mg  
R10 U 

mg  

2 0,060 0,005 0,033 0,005 0,017 0,005 0,022 0,005 0,016 0,005 

3 0,005 0,005 0,026 0,005 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 0,059 0,004 0,047 0,005 

9 0,055 0,005 0,032 0,005 0,056 0,004 0,059 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 0,105 0,005 0,473 0,004 0,367 0,004 0,247 0,004 

27 0,416 0,004 0,123 0,005 0,559 0,004 0,460 0,004 0,299 0,004 



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

 

 

Tiempo     
(h) 

R6 mg  R6 U mg  R7 mg  R7 U mg  R8 mg  R8 U mg  R9 mg  R9 U mg  R10 mg  
R10 U 

mg  

29 0,442 0,004 0,193 0,004 0,627 0,004 0,507 0,004 0,334 0,004 

30 0,433 0,004 0,164 0,004 0,629 0,004 0,501 0,004 0,347 0,004 

43 0,760 0,005 0,252 0,004 0,994 0,006 0,842 0,005 0,553 0,004 

 

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

Tiempo     
(h) 

R1 Q 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R1 U 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R2 Q 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R2 U 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R3 Q 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R3 U 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R4 Q 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R4 U 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R5 Q 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏 

R5 U 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

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 

5 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 área (Q) y la incertidumbre de la 
medida. Réplicas de 6 a la 10 del péptido DM1.18.  

Tiempo     
(h) 

R6 Q 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R6 U 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R7 Q 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R7 U 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R8 Q 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R8 U 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R9 Q 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R9 U 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

R10 Q 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏 

R10 U 
mg/cm2 

× (𝟏𝟎𝟏) 

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 4,11 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 



 

 

D. Anexo: Datos de los estudios de 
transporte del péptido DM1.14  

Tabla 36: Datos de la masa acumulada por unidad de área en el compartimento aceptor, 
y la incertidumbre de la medida. Réplicas de la 1 a la 5 del estudio del péptido DM1.14. 

Tiempo     
(h) 

R1 Q 
mg/cm2 

 

R1 U 
mg/cm2 

 

R2 Q 
mg/cm2 

 

R2 U 
mg/cm2 

 

R3 Q 
mg/cm2 

 

R3 U 
mg/cm2 

 

R4 Q 
mg/cm2 

 

R4 U 
mg/cm2 

 

R5 Q 
mg/cm2 

 

R5 U 
mg/cm2 

 

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 

5 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 área en el compartimento aceptor, 
y la incertidumbre de la medida. Réplicas de la 6 a la 10 del estudio del péptido DM1.14. 

Tiempo     
(h) 

R6  Q 
mg/cm2 

 

R6 U 
mg/cm2 

 

R7 Q  
mg/cm2 

 

R7 U 
mg/cm2 

 

R8 Q 
mg/cm2 

 

R8 U 
mg/cm2 

 

R9 Q 
mg/cm2 

 

R9 U 
mg/cm2 

 

R10  Q 
mg/cm2 

 

R10 U 
mg/cm2 

 

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 área en el compartimento aceptor, 
y la incertidumbre de la medida. Réplicas de la 11 a la 15 del estudio del péptido DM1.14.  

Tiempo     
(h) 

R11 Q 
mg/cm2 

 

R11 U 
mg/cm2 

 

R12 Q 
mg/cm2 

 

R12 U 
mg/cm2 

 

R13 Q 
mg/cm2 

 

R13 U 
mg/cm2 

 

R14 Q 
mg/cm2 

 

R14 U 
mg/cm2 

 

R15 Q 
mg/cm2 

 

R15 U 
mg/cm2 

 

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 

5 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 

11 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. 

Tiempo     
(h) 

R1 mg  R1 U mg  R2 mg  R2 U mg  R3 mg  R3 U mg  R4 mg  R4 U mg  R5 mg  R5 U mg  

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 2,72 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.  

Tiempo     
(h) 

R6 mg  R6 U mg  R7 mg  R7 U mg  R8 mg  R8 U mg  R9 mg  R9 U mg  R10 mg  
R10 U 

mg 

2 0,02 0,08 0,03 0,08 0,04 0,07 0,03 0,08 0,01 0,07 

8 0,14 0,07 0,13 0,08 0,15 0,07 0,12 0,08 0,07 0,08 

10 0,13 0,07 0,14 0,08 0,15 0,07 0,15 0,08 1,33 0,07 

11 1,13 0,07 1,14 0,07 1,21 0,07 1,17 0,07 1,01 0,07 

12 1,21 0,07 1,31 0,07 1,18 0,07 1,26 0,07 1,30 0,07 

13 1,17 0,07 1,37 0,07 1,41 0,07 1,45 0,07 1,05 0,07 

14 1,32 0,07 1,39 0,07 1,55 0,07 1,59 0,07 1,17 0,07 

15 1,48 0,07 1,63 0,07 1,62 0,07 1,62 0,07 1,19 0,07 

16 1,58 0,07 1,83 0,07 1,56 0,07 1,58 0,07 1,26 0,07 

17 1,60 0,07 1,84 0,07 1,63 0,07 1,72 0,07 1,34 0,07 

18 1,80 0,07 2,14 0,07 1,63 0,07 1,42 0,07 1,90 0,06 
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Tiempo     
(h) 

R6 mg  R6 U mg  R7 mg  R7 U mg  R8 mg  R8 U mg  R9 mg  R9 U mg  R10 mg  
R10 U 

mg 

19 1,14 0,07 1,94 0,07 1,59 0,07 1,77 0,07 1,02 0,07 

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     
(h) 

R11  mg 
 

R11 U 
mg 

 

R12  mg 
 

R12 U 
mg 

 

R13  mg 
 

R13 U 
mg 

 

R14 mg 
 

R14 U 
mg 

 

R15  mg 
 

R15 U 
mg 

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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