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OBJETIVO GENERAL

DETERMINAR LA INFLUENCIA QUE TIENEN EL TAMANO MOLECULAR Y LA
CONCENTRACION DE GLCINA, DIGLICINA Y TRIGLICINA SOBRE SU ABSORCION
PERCUTANEA EN PIEL DE RATON.

OBJETIVOS PARTICULARES

DETERMINAR LA CINETICA DE ABSORCION PERCUTANEA DE GLICINA, DIGLICINA Y
TRIGLICINA.

DETERMINAR LOS PARAMETROS DE PERMEACION DE GUCINA, DIGLICINA Y
TRIGLICINA.

EVALUAR EL EFECTO DEL PESO MOLECLEAR SOBRE LOS PARAMETROS DE
PEAMEACION DE GLICINA, DIGLICINA Y TRIGLICINA.

ANALIZAR LA INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION SOBRE LA PERMEACION
PERCUTANEA DE GLICINA, DIGLICINA Y TRIGLICINA.



INTRODUCCION

Los péptidos y proteinas han surgido como una importante clase de agentes terapéuticos,
sin embargo, al ser administrados por via oral son degradados en el tracto gastroiniestinal,
por via intravenosa es dificit mantener niveles sanguingos idoneos debido a !a rapidez con
que se metabolizan®® v por via hepética ( via intraperitoneal y portal ) pueden sufrir una
biotransformacién sustancial antes de alcanzar la circulacion sistémica.

Entre las nuevas alternativas para la administracion de péptidos se ha investigado 1a via
transdérmica, ya que, presenta ventajas como su gran drea de exposicion, baja actividad de
enzimas proteoliticas, evita el metabolismo del primer paso hepético, penetracion directa
a la circulacion venosa periférica y la posibilidad de liberacidn controlada del farmaco. La
velocidad a la que penetran los péptidos y proteinas a través de la pel esta determinada
por sus propiedades fisicoquimicas, su coeficiente de particion lipido/ agua, asi como por
la composicion quimica de la piel, los espacios intercelulares y el espesor de esta',
Recientemente, s¢ ha encontrado que la velocidad de permeacion de péptidos y proteinas
es suficientemente lenta y constante para proporcionar un efecto continuo durante varias
semanas o meses'”. No obstante, las dificultades que presenta la absorcién percutinea
para estas moléculas son debidas a su hidrofilicidad, cardcter idnico y peso melecular alto.
Por fo tanto, en el presente trabajo se realizé un estudio de absorcidn percutdnea de
glicina, diglicina y triglicina a través de piel de ratén pare determinar como influye el

tamaiio de 1a molécula y su concentracién sobre los parimetros de permeacién



I1.- GENERALIDADES

1.1 PEPTIDOS

La hidrélisis de las proteinas produce una mezcla de aproximadamente veinte
amino4cidos, estas sustancias poseen en ef mismo 4tomo de carbono un grupo amino y un
carboxilo, de aqui que se denominen c-aminedcidos y que deriven de la formula general
MHCHR-COOH, salvo dos excepciones la prolina y la hidroxiproling, que son -
iminodcidos ciclicos. ®

En su mayor parte las proteinas estan formadas por cadenas lineales de aminoécidos
unidos covalentemente, cada posicién de estas cadenas puede estar ocupada por cualquiera
de los veinte aminoacidos.

Todos los aminodcidos aislados de las proteinas son dpticamente activos pitesto que su o-
carbono es asimétrico  a excepcion de la glicina ), poseen la misma configuracion y
pertenecen a la familia L-. Debe hacerse notar que las designaciones L- y D- no se refieren
a la direccion de rotacién o desviacién del plano de Iuz polarizads, sino a sus
configuraciones respecto de las del gliceraldehido. El signo y la magnitud de la rotacion
optica de los aminogcides son, por supuesto, funcion de la naturaleza de la cadena lateral.
Los D- aminodcidos se han encontrado ampliamente distribuidos en los tejidos vivos,
siendo especialmente abundantes en las paredes o membranas celulares bacterianas y
formando parte de las estructuras de muchos antibibticos, tales como bacitracing,
gramicidina y actinomicinas.

Las estructuras ibnicas dipolares de los aminoacidos son suficientes para explicarnos

muchas de sus propiedades, entre ¢ilas :

1} Solubilidad relativamente grande en agua.
2) Escasa solubilidad en solventes organicos.
3) Momentos dipolares grandes.

4) Puntos de fusi6n elevados



Esta Gluma propiedad se debe a una atraccion electrostitica significativa entre grupos de
la red cristalina cargados distintaraente.

Todos los amino4cidos presentan una serie de reacciones comunes, que s¢ deben al grupo
amino, carboxilo 0 ambas como son: formacion de ésteres y amidas, alquilacion y
acilacion.

Un rasgo estructural importante de cualquier polimero es la naturaleza de los enlaces que
unen sus unidades monoméricas, las proteinas se unen mediante la formacién de enlaces
amida secundarios entre las funciones o-carboxilo y o-amino de los aminodcidos
adyacentes. Estas uniones s¢ conecen como enlaces peptidicos. Las estructuras resultantes
de la formacién de los enlaces peptidicos reciben el nombre de péptidos y los aminodcidos
individuzles se dencminan, restos o residuos. Un péptido que contenga dos aminodcidos
constituird un dipéptido, el que contenga fres serd un tripéptido, y asi, sucesivameate. El
términe polipéptido designa a cualquier péptido compuesto de tres o mds unidades de
aminoacidos monoméricos. Los polipéptidos con més de 50 aminodcidos se conocen como
proteinas.

Generalmente, los péptidos se escriben con el grupo amino terminal a la izquierda, el
carboxilo terminal 2 la derecha y se denominan derivados acilo o acilicos det aminoacido

C-terminal.’

1.1.1 PEPTIDOS NATURALES

Casi todos los tejidos vivos contiencn cantidades apreciables de péptidos de bajo peso
molecutar. Por ejemplo, el glutatién que se encuentra en {a mayor parte de los tejidos
animales y vegetales, mientras que, la carnucina ( f- alanil L-histidina) y la anserina (§-
alanil-1-metil-L-histidina) estdn presentes en la musculatura de los vertebrados. Sin
embargo, los péptidos de mayor interés son ios que poseen alguna actividad fisioldgica o
antibactetiana  conocida. Entre los péptidos ciclicos que actian como agentes
antibacterianos tenemos a la tirosidina, gramicidina y la bacitracina que son aislados a
partir del bacillus brevis y del bacilius licheniformis "

Existen varias hormonas péptidicas, por ejemplo, la oxitocina, vasopresina, o-melanocito,

f-metanocito vy la hormona adrenocorticotrdpica (ACTH)



Uno de los grupos péptidicos biolégicamente activos y de mayor importancia presentcs en
el plasma son la angiotensing (octapéptido), bradicinina (nonapéptido) y calidina

(decapéptido).”

1.1.1.1 PEPTIDOS COMO FARMACOS

La evolucién de iz tecnologia del DNA recombinante y la aparicién de proteinas y
péptidos bioactivos han abierto una nueva era en la Medicina, asi como, en las Ciencias
Farmacéuticas. Por ¢jemplo, existen proteinas que estimulan el sistema inmune, siendo de
utilidad en el tratamiento de cancer, anemias y desérdenes hormonales.

Actualmente, los péptidos y proteinas puedenr ser sintetizados formando parte de
productos farmacéuticos basicos. Sin embargo, estos productos biotecnolégices difieren de
los fArmacos convencionales por tener algunas restricciones al ser administrados por via
oral, principaimente porque sufren degradacién y biotransformacion.

Recientemente, se ha incrementado el interés por la liberacién de proteinas y péptidos
bioactivos. El éxito en el disefio de sistemas de liberacién para estos compusstos depende
de ta comprension de sus caracteristicas fisicoquimicas y biologicas, las cuales, incluyen
su peso molecular, inmunogenicidad, estabilidad conformacional, vida media biolégica,

mecanismos de degradacion y su farmacocinética Vs farmacodinamia. 12"

PROPIEDADES FISICOQUIMICAS ¥ BIOLOGICAS DE PEPTIDDOS Y PROTEINAS
DETERMINANTES PARA LA SELECCION DE SISTEMAS OE LIBERACION,

PESO MOLECULAR

Los péptides y proteinas tienen un peso molecular entre 600 y 100000 Daltons en su estado
no agregado. Generalinente, entre mas grande sca la molécula menor es la penetracion a
través de la membrana bioldgica (gastrointestinal, epitelio ocular y el estrato comeo).
Estas membranas son consideradas barreras impermeables en {a penetracion de péptidos y

proteinas. El peso molecular es un factor impertante con respecto a la difusidn a través de



membranas poliméricas que s¢ usan en la fabricacion de sistemas de liberacion de

proteinas y péptidos .
INMUNOGENICIDAD

Los péptidos y proteinas son mis imnunogénicos que los xenobidticos convencionales,
por lo tanto, pueden provocar una respuesta alérgica, especialmente cuando los farmacos
son usados por largos periodos. Algunos de los factores que pueden contribuir a la
inmunogenicidad por alteraciones de la estructura primaria o secundaria de péptidos y
proteinas son : derivacién del DNA recombinante incluyendo agregacion,
desnaturalizacidn, presencia de una metionina N-terminal incorrecta, falta de glicocilacion

o sustitucion de aminoicidos.
ESTABILIDAD CONFORMACIONAL

Los péptides pequefios adoptan diferentes conformaciones en solucion acuosa que
involucran fuerzas intra e intermoleculares. Estos cambios on la conformacion pueden

afectar su actividad farmacologica

ViDA MEDIA

En general la vida media de péptidos y proteinas es relativamente corta, siendo del orden
de segundos o minutos, ello se debe a su rapida degradacion por peptidasas y proteasas en
el higado, sangre, tifién o en el sitio de administracién. La degradacién de pptidos y
proteinas en el higado puede darse por células parenquimales Yy no parenquimales,
mientras que, otros son susceptibles a la degradacién en el sitio de administracion. Por
ejemplo, una cantidad de insulina (20%) administrada subcutdneamente, es degradada en
¢l sitio de inyeccion en 15 min, teniendo yna vida media de 60 min, aproximadament¢ Sin
embargo, cuando la insulina es admiistrada con un inhibidor sintético de peptidasas
(BOC-GLY-PRO-LEU-GLY ) resulta ser 15 min mas estable, debido a que, se reduce fa

susceptibilidad a la hidrolisis.



MECANISMO DE ACCION

Atin no se precisa el mecanismo de accién, ni las células blanco que son fundamentales
en ¢l desarrollo de sistemas de liberacion, debido a que las proteinas y los péptidos actian

por diferentes mecanismos.
FARMACOCINETICA Vs FARMACODINAMILA

La relacidn entre Ia farmacocinética (concentracién del firmaco y metabolitos en funcién
del tiempo) y farmacodinamia (efectos farmacoldgicos del farmaco en funcién del tiempo)
son muy importantes para designar tos sistemas de liberacién. Para moléculas pequefias,
ta cuantificacién en plasma de la concentracién del farmaco y los efectos farmacolégicos
tienten muy buena correlacidn. Sir embargo, esto no es tan real para proteinas y péptidos,
por Ia limitacién que tienen los métodos analiticos para la deteccion y cuantificacion de
bajas concentraciones in viva y por la dificultad en el ensayo de su actividad biolégica.

Cuando los péptidos y proteinas se administran e¢n dosis terapéuticas los niveles
fisiolégicos mormales se incrementan en ¢l sistema circulatorie y en otros érganos
diferentes al sitio blanco, dando como resultado, una mala correlacién entre las

propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas.'"?

1.2 ADMINISTRACION DE PEPTIDOS

Muchos péptidos y proteinas son usados por su actividad farmacologica. Las vias de

administracién mas usadas son:
a).~-Via oral

Si bien muchas vias de administracién son viables para la liberacién de agentes
terapéuticos, la més popular es la via oral Comparada con vias alternas, esla preferida y
la m4s usada para la liberacion de firmacos convencionales por la aceptacién del paciente
y facilidad en la formutacion de la dosis. Ademds, fa mucosa intestinal es un buen medio

de absorcion, en coniraste con vias no convencienales como la ocular y la nasal. Sin



embargo, la via oral no es factible para la liberacion de péptidos y proteinas por dos

razones :

i) Por la inestabilidad de estas motéculas debido a su degradacién y metabolismo en el

tracto gastrointestinal.

2) La baja permeabilidad de ta mucosa intestinal para molécutas de peso molecular alto.

Generalmente, las proteinas y péptidos son compuestos hidrofilicos, por Jo tanto, tienen
una pobre permeacion a través de la membrana biologica.

Los factores fisicoquimicos v fisioldgicos que afectan la absorcion de péptidos y proteinas
se presentan en la Tebla [ La biodisponibilidad por via oral de péptidos y proteinas es
menor del 10 %, a excepcion del ciclorporin, hormona de liberacion de tirotropina y
leupeptina. El porcentaje de absorcion gastrointestinat de algunos péptidos son entistados
en la Tabla il

Tobla I FACTORES FISICOQUTMICOS Y FISIOLOGICOS QUE AFECTAN LA ABSORCION O PEPTIDOS Y
PROTE(NAS 1218

FACTORES FISICOQUIMICOS | FACTORES FISIOLOGICOS

Forma y tamafie de molécula pH
Enzimas digestivas
Coeficiente de particion Naturaleza de la barrera mucosal

Permeabilidad intestinal y enlace imediante
Estabilidad ent pH acugso transportadores
Metabolismo hepatico y en ef lumen

Cargas electrostaticas Factores dictéticos




Tabla 1. ABSORCION GASTROINTESTINAL DE PEPTIDOS Y PROTE[NAS 16+

PORCIENTO ABSORBIDO|[ PEPTIDO / PROTEINA PESO MOLECULAR
Aminocefalosporina 350
> 50 (alto ) Enalapril 377
Talampicilina 482
Alafosfalin 196
Dietary di - y tripeptidos 200-300
25 - 50 {moderado } Ampicilina 349
Lysinopril 405
Ciclosporin 1203
Tetragastrin 483
Pepstatinil glicina 740
Ciclo(pro-(Pro-Phe-D-Trp-Lys- 806
Thr-Phe )
<2 {(muy bajo ) I-Deamino-8-D-Arg vasopresina 007
Leuprolide 1208
FEmpedopeptina 1250
{nsulina 57
Horseradish peroxidasa 40000
Suero albiimina bovina > 50000

El descubrimiento de la actividad terapéutica de proteinas y péptidos provocé el desarrotlo
de sistemas de liberacion controlada orales para estas moléculas, por ejemplo, el
recubrimtento de la proteina con un polimero y un grupo azoaromadtico (que da proteccion
contra la degradacion de 4cidos y enzimas), sistemas complejos de emulsién y la

incorporacion de inhibidores v / o promotores de la absorcion.”



b) Via parenteral

La administracién parenteral ( inyeccién intravenosa, subcutinea o intramuscuilar ) es
preferible a la via oral por dar mejores perfiles terapéuticos para la mayoria de los
xenobidticos; casi todos los péptidos y protefnas bioactivos estin disponibles como
prepataciones parenterales, encontrindose en soluciones acuosas y suspensiones. Sin
embargo, cuando las proteinas y péptidos son administrados parenteralmente se tiene una
vida media biolégica corta, por lo que, se requieren inyecciones repetidas, lo cual es
indeseable en casos de administracién continua. Estos componentes son altamente
potentes y son usados en soluciones diluidas lo que ocasiona problemas en la
cuantificacion, valoracién de la estabilidad y otros atributos de [a formulacion.

La esterilizacion de soluciones de proteinas representa otro problema, por no ser estables a
temperatura de autoclave. El uso de irradiacion gamma es inaceptable por razones de
estabilidad, mientras que, e} calor seco y oxido de etileno no son los adecuados para
formulaciones liguidas. La filtracién bacteriana es el mejor método de esterilizacién, pero

puede provocar desnaturalizacion de las proteinas.
Los sistemas de liberacion parenteral son de dos tipos:

t.Sistemas acarreadores solubles
-Modificaciones quimicas del firmaco.
-Farmacos conjugados.
-Proteinas hibridas.
Los complejos de proteinas y péptidos con varios polimeros y lipidos han tenido un exitoso
incremento en la estabilidad del firmaco y en la especificidad sobre el sitio de accidn,

por lo que, mantienen la actividad biolégica.’ "’

2.Sistemas acarreadores de particula
-Liposomas.
-Microesferas.

-Nanoparticulas.
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-Emulsiones.
-Eritrocitos.

-Virus.

Los péptidos y proteinas pueden ser introducidos a eritrocitos por um proceso de
intercambio hipotdnico. Los eritrocitos son puestos en una solucién hipoténica que
provoca que la membrana sea permeable, los péptidos y proteinas son adicionados y la
membrana es reestabilizada. Los eritrocitos son tomados por el sistema reticulo endotelial
y finalmente llegan a los lisosomas hepédticos. Este sistema es atil para reemplazar enzimas
en desordenes metabélicos genéticos. Una limitacién a la aplicacion de eritrocitos es que
solo pueden ser usados para fArmacos no susceptibles a la desnaturalizacion irreversible
bajo condiciones hipotdnicas.

La preparacion de microcdpsulas, nanoparticulas, liposomas y microemulsiones,
generalmente involucran condictones severas que pueden desnaturalizar las proteinas vy los
péptidos Esto se da por el contacto con solventes orginicos, temperaturas de hasta 120 °C,
adicion de agentes quimicos (glutaraldehidos y formaldehidos), condiciones adversas de

pH, adicién de surfactaates v la aplicacion de y-radiacién.'®
c) Via nasat

Anatomicamente, el par de cavidades nasales estdn separadas por ¢l séptico nasal, siendo
¢l volumen total de las cavidades de 15 ml. El epitelio de las cavidades nasales esta
recubierto por abundantes microbellos, lo cual provee una gran superficie de absorcion, La
mucosa nasal es aproximadamente de 3 mm de espesor y offece una drea superficial total
de 150 a 200 cm®, ademas de ser rica en redes vascular y linfatica. La sangre venosa pasa
directamente al sistema circulatorio, previniendo la pérdida del farmaco por el
metabolismo de primer paso.'®

La liberacion intranasal que tienen fos péptidos y proteinas en gran parte depeade del
tamafio de Ia molécula, tos péptidos de tamafio molecular grande son mds dificiies de
absorber. Por ejemplo, ¢l Metkephamid® (un pentapéptido) tiene una biodisponibilidad

del 100%, mientras que, la insuling (51 residuos de a.a.) es del 1 %."
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La absorci6n se mejora si se usan  bioadhesivos en los sistemas de liberacion nasal, lo
cual, mantiene al farmaco en contacto con la superficie mucosal por tiempos prolongados.
El 4cido poliderilico (Carbopol®) y 4cido polidcrilico-polietilenglicol son algunos de los
materiales usados para ia bicadhesion '

Algunas variaciones en la biodisponibilidad se observan con dos péptidos similares, la
calcitonina y el glucagén La calcitonina (32 a.a) es absorbida bien con promotores de
permeacion, mientras que, et glucagén (29 a.a) requiere una cantidad mayor de eilos para
su absorcién. Asimismo, la hermona estimulante de corticotropina (CRH) también muestra
un 100% de biodisponibilidad en presencia de tioglicolato de sodio y sales biliares, sin
embargo, para la hormona estimulante del crecimiento (GHRH) solo es del 7.1 % en las
mismas condiciones. Generalmente, la via intranasal es considerada apropiada para la
liberacién de péptidos y proteinas que son altamente potentes y tienen bajo peso

molecular.'s
d) Via ocular

Aproximadamente, el 3 % de la aplicacién tdpica de farmacos es en los ojos, usando
formas de dosificacion en solucidn, suspensién y ungilento. Actualmente, se sabe que la
cbrnea es permeable y esta irrigada por el sistema circulatorio, La pobre disponibilidad de
farmacos por via ocular se debe en parte a los mecanismos de proteccion fisiolégicos, tales
como el drenaje lagrimal, dilucién de la lagrima, volumen de ldgrimas y enlace a
proteinas. Ademds, se requieren fArmacos de solubilidad bifasica.

La via ocular es efectiva para liberar péptidos y proteinas en el tratamiento local de
patologias que afectan el tejido del segmento anterior de los ojos. Bjemplos de péptidos y
proteinas que son usados en oftalmologia se basan en Ia fisiologia y patologia ocular,
estos se enlistan en la Tabla II1.

Algunos de estos firmacos han surgido como nuevos agentes terapéuticos en el manejo y/o
terapia de algunas enfermedades patoldgicas. La biodispombilidad topica de péptidos y
proteinas es baja en comparacion con farmacos de bajo pese molecutar. Esto es porque
ademas de las barreras de absorcion para péptidos y proteinas se puede dar la degradacion

por peptidasas en el tefido del ojo.



Investigaciones recientes del mecanismo de absorcion por via ocular indican que la
absorcién de insulina a través del epitelio corneal es por via intercelular (ruta paracelular)

y no por via transcelutar.
Tablo ¥l PEPTIDOS Y PROTETNAS QUE SON  UTILIZADOS EN OFTALMOLOG TA

DINAMICA DEL CURACION DE RESPUESTA ' | ANTIINFLAMATORIA
HUMOR ACUOSO HERIDAS INMUNE

Factor atrial naturético Factor de crecimiento
epidermal Ciclosporin Sustancia P
Neurotensina Fibronectin

Factor de crecimiento
Vasopresina mesodermal Interferdn Enquefalins

LH-RH Insulina

La via ocular es también potencialmente usada para la liberacion sistemica de péptidos y
proteinas, esto sugiere que, la mayoria de la dosis aplicada tépicamente Hega al sistema
circulatoric  por los ductes naso-lagrimal donde alcanza  su efecto. lLa
Metenkefalinamida®, puede ser absorbida a través de los vasos sanguineos de la mucosa
conjuntival.

La via ocular aun no es totalmente aceptada, pero se esta convirtiendo en una via

disponible de liberacién de péptidos y proteinas tcrapév.zticas.l2
¢) Via pulmonar

E! tracto respitatorio esta constituido de una regidn nasofaringea, traqueobronquial y
pulmonar. La entrega local de farmacos en el tracto respiratorio incluye agentes
proteoliticos, mucoliticos, broncedilatadores y agentes simpaticomiméticos. La via
pulmonar a pesar de ofrecer una extensa drea superficial no bha tenido una gran

importancia en la liberacion de péptidos y proteinas. Lo que existe reportado es una
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dosificacién de insulina en aerosel, que consiste en una suspension de cristales de zinc-

insulina acompafiada con un propelente y un dispersante.'*

f) Via rectal y vaginal

La vagina y el recto son cavidades en las cuales los frmacos son féciles de insertar y

mantener, siendo posible la absorcién. Sin embargo, la via vaginal es usada con menor

frecuencia .

El recto en humanos mide aproximadamente de 15 a 20 ¢m de largo y contiene de 2 a 3 mi

de fluido mucosal inerte, es rico en vascularizacion y presenta fas siguientes ventajas:

s Evita el metabolismo del primer paso hepético

¢ Es una via altema para fiarmacos que adininistrados por via oral causan nauseas y
vomito.

s Tiene la posibilidad de interrumpir la absorcion del farmaco en caso de que este
provogue intoxicacion

s La posibilidad de tener un blanco de accion en e! sistema linfitico.

Sin embargo, la via rectal requiere de la utilizacién de grupos que mejoren fa penetracién

de péptidos y proteinas, dentro de estos se incluye los salicilatos, enaminas, cadenas

medias de glicéridos, una mezcla de surfactantes (no idmicos/lipidos) y mezclas de

Hpidos/bilis. Algunas de las proteinas y péptidos que han sido estudiados para su posible

administracién por via rectal son: insulina, interfern, gastrina, pentagastrina, calcitonina,

alblimina humana, leomicina y ciclosporin A.'*7

g) Via ransdermat

La piel fue usada como una via de administracion solo para tratamientos de enfermedades
locales. Sin embargo, con el estudio de la anatomia y fisiologia de 1a piel, asi como de la
absorcidn percutinea, se puede considerar como una via para {a liberacidn de farmacos .

La via transdermal tiene ventajas sobre la via nasal y ocular por su baja actividad de
enzimas protedliticas, por lo que, se considera que tiene mayor accion en la liberacion de
péptidos y proteinas con actividad biolégica. Entre otras ventajas se tiene que evita el

metabolismo del primer paso hepético, disminuyendo asi, la frecuencia de la dosis.
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La desventaja que se puede observar para esta via es la baja velocidad de permeacién para
los farmacos.

El estrato cérneo es el responsable de la baja permeabilidad de la piel, esta capa esta
formada por células muertas queratinizadas conteniendo solo un 20% de aguwa. El
transporte de farmacos = través del estrato comee puede ser transcelular ¢ intercetular,
para muches compuestos la ruta intercelular es la mds accesible. La interferencia con el
paquete intercelular de lipidos puede reducir la resistencia difusional del farmaco en el
estrato ¢comeo .

Los péptidos y proteinas tienen particular dificultad en la permeacion a través de el estrato
comeo, debido a su hidrofilicidad, cardcter iénico y peso molecular alto. La penetracién de
farmacos puede mejorarse usando azonas, 4cidos grasos y por téenicas como Iontoforesis y

Fonoforesis. 5"’

elontoforesis

La iontoforesis esta definida como una migracién de iones cuando una corriente eléctrica
pasa a través de una solucién que contiene la especie ionizada. Los firmacos en forma
iénica pueden migrar al aplicar una pequefia carga, este puede lograrse por el conirol del
pH ¥ la fuerza idnica de la solucién. Un sistema iontoforético clésico es cuando el firmaco
esta contenido en un parche con un electrodo de fa misma carga, que esta aplicado en la
piel; el otro electrodo { de carga opuesta) es colocado en un parche empapado con una
solucion salina a una distancia localizada del cuerpo. Una corriente abajo del umbral del
dolor del paciente es suficiente para que fluya el farmaco por un periodo de tiempo
determinado.

Se ha demostrado que la insulina puede ser administrada a través de la piel de rata por
iontoforesis usando corriente directa. La velocidad de liberacién de la hormona
estimulante de tirotropina (TRH) también se ha desarroiladoe por este método.

Las desventajas asociadas a este método de liberacidn transdermal son:
1.- Desnaturalizacion de los péptidos y proteinas por un excesivo calentamiento de la piel.

2.- Pérdida de 1a estructura cuaternaria, terciaria o secundaria por cambio de pH.'*"
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e« Fonoloresis

La fonofonesis es también usada para la penetraciény liberacidn de firmacos a través de la
piel. Las longitudes ultrasonicas causan efectos térmicos vy una aiteracion temporal ¢n ta
estructura fisica de la piel, ltegando a incrementar la absorcion del farmaco. Sin embargo,
Ja generacién de calor durante este proceso puede ser suficiente para desnaturatizar a los

péptidos 0 pmteinas.16
e Grupos gque mejoren fla permeacién

Las azonas y los 4cidos oleicos son usados para facilitar la absorcién a través de la piel.
Estas moléculas pasan a través de las laminillas de los lipidos intercelulares del estrato
cémeo. Sin embargo, la imritacion de la piel es el factor limitante de esta alternativa.
Algunos ejemplos de grupos que mejoran Ia absorcion de péptidos y proteinas se muestran
en la Tabla IV."*"

« Profgrmocos

El uso de profirmacos mejora la absorcion transdermal siendo una opcion viable,
especialmente, para péptidos pequefios. La piel contienie una multitud de enzimas que
pueden ser utilizadas para regencrar la actividad det fArmaco tales como la TRH y la
hormona estimulante de la hormona luteinizante (LHRH).

La neurofensina y la frinopeptidasa poseen un residuo piroglutamal terminal. Estos
residuos pueden converlirse de un profirmaco con permeabilidad a un farmaco con

actividad terapéutica'®'’.
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{able V. TFICKENCIA DE LA ABSCRCION Df PEPTIDOS Y PROTLINAS EN PRESENCIA DE GRUPQS
QUE MEJORAN LA ABSORCION.

PORCIENTO DE
GRUPO PEPYIDO via ABSORCEON
Nonapeptidos Nasal -
Trsulina Rextal 14-28
Quelatos Gastrina Rectal 18
Pentagastring Rectat 33
Leuprolina Vaginal 13-39
[nsulina Oral 19
Insulina Nasal 30
Leuprolina Nasal 2
Surfactantes Insulina Rectal 13-50
Leuprolina Vaginal 4
[nsulina Oral ?
MNanopéptidos MNasal -
Heparina Rectal 12-15
Acido oleico/monoleico Leuprolina Vaginal 3
Leuprolina Oral 0.054
Insulina Nasal 10-30
Leuprolina Nasal 3
DADLE Nasal 94
Sales Riliares Interferon Rectal 2
Leuprolina Vaginal 7
Leuprolina Oral 0.054
1.3 LA PIEL

La piel en un adulto cubre mas de 19300 cm” de area superficial y recibe més o menos una

tercera parte de toda la sangre que circula, es elastica y en condiciones ordinarias se
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regenera por si sola. Ademds tiene l1a caracteristica de ser casi totalmente impermeabie,
proporciona una barera témica estrechamente tegulada y eficaz y pasticipa en las

funciones de evaporacion del agua contribuyendo a la regulacién de la temperatura del

cuerpo® .
CAPAS DE LA PIEL

EPIDERMIS: Es la capa mis externa de la piel y esta compuesta por células epiteliales
escamosas estratificadas. La epidermis es més gruesa 2 medida que circunda la palma de
las manos v la planta de los pies, haciéndose mas delgada en la cara ventral del dorso. La

epidermis se compone de cinco capas :

*  Estrato cérneo: Consta de células muertas llenas por completo de proteinas

queratinizadas, son aplanadas parecidas a escamas y contienen 20 % de agua.

+ Estrato licido: Esta situado inmediatamente abajo del estrato cormee. Es una capa
que tiene de 1 & 5 células de espesor. Estas células son aplanadas y transparentes, ademas

han perdido su nicleo.

* Estrato granuloso: Formado de dos a cinco capas de células aplanadas. Los granulos
que se acumulan en las células dan a la capa su nombre, sin embargo, no contribuyen a la
pigmentacion. Este estrato se considera que es activo en la gueratinizacion, proceso en el

cual las células pierden su nicleo haciéndose mds compactas y fragiles.

* Estrato espinoso. Consta de varias hileras de células espinosas de forma poligonal.
Las células mas externas tienen forma de espinas, de ahi su nombre. En algunas

clasificaciones éste s¢ incluye en el estrato germinativo como la capa de Malpighi.

* Estrate germinativo: Es la capa mas profunda y mas imporiante de la piel, ya que,
contiene las finicas células capaces de efectuar division mitética. Cuando las nuevas
células son formadas sufren cambios morfolégicos y nucleares a medida que se mueven

hacia la capa superficial. La epidermis se regenera solo mientras que el estrato



germinativo permanezca intacto. La capa basal de estas c€lulas descansa en la membrana

basal que ofrece més proteccion contra ¢l medio ambiente.

DERMIS: Esta constituida de tejido conectivo denso, vascularizado dividido entre el
segmento papilar. Bl tejido conectivo conticne fibras eldsticas, colagena blanca, vasos
sanguineos v gldndulas sudoriparas, estas Gltimas, encajadas en la dermis. Esta estructura
esta dividida en porcién papilar adyacente a ia epidermis y porcidn reticular, situadas entre
la capa papilar y el tejido subcuténeo.*

Ademds, de las caracteristicas morfofisiolégicas de la piel, estudios recientes han indicado
que la piel contiene grupos con carga positiva y negativa con una magnitud neta y una
polaridad dependiente del grado de protonacion, a un pH por encima del punto isoetéetrico
(3.2) [a piel tiene una carga neta negativa y es selectiva a moléculas con carga positiva. En
base a estos descubrimientos se puede anticipar que tipo de carga y densidad de carga tiene
un efecto significativo sobre el transporte a través de la piel .

Este tipo de transporte es una modalidad dei paso a través de la membrana que presenta
unas caracteristicas comparables (saturabilidad, especificidad y eventualmente
competicién) a las de un transporte gctivo, aungue aqui este se realiza en sentido del

gradiente de concentracién y sin ningin gasto de energia.”®*

1.4 ABSORCION PERCUTANEA

La absorcién percutinea consiste en la introduccién de un farmaco desde la superficie de
la piel hasta el estrato comeo y su posterior difusién por la epidermis, dermis y
microcirculacién.

La penetracion a través de las diversas regiones de la piel esta limitada por las resistencias
que se oponen z la difusion. La resistencia difusional total (Ryiz )2 la penetracién ha sido

descrita por Chien, como:

R—. =R+ R, + R
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Donde, R es la resistencia difusional y los subindices sc , ¢ y pd corresponden al estrato
cémeo, epidermis y capa papilar de la dermtis, respectivamente.

La mayor resistencia a la penetracion es la que opone ¢l estrato cémeo, por lo tanto, es e}
factor que limita la absorcion percuténea .

Al estrato cémeo se le puede considerar una membrana de difusidn pasiva, pero no un
sistema inerte, porque por lo general tiene afinidad por la sustancia aplicada,

La correlacién entre las concentraciones externa y superficial se expresa en términos del

coeficiente de distribucidon Km de la membrana - disolvente.

La forma integrads de la ey de Fick esta dada como :

Je = KmDC,/ 6
Yy
Kp = KmD /5

Donde :

Kp es el coeficiente de permeabilidad,

)& es el flujo constante de soluto,

Ce cs la diferencia de concentracion del soluto a través de la membrana,

§ es el espesor de Ia membrana,

Km es el coeficiente de reparto, membrana biolégica / medio acuoso de disolucién y

D esel coeficiente medio de difusién de membrana para ¢l soluto.

Se sabe que el estrato comeo hidratado tiene la propiedad de ser mds a fin para los
compuestos lipofilicos. 13

Kligman sugiere que existen dos especies de estrato corneo:

El de las palmas v las plantas, adaptado para soportar peso y roce v el estrato cdrmeo det
cuerpo proporciona flexibilidad, impermeabilidad y disciminacién sensorial.

Estudios recientes sugieren que el orden de la difusidn de moléculas simples a través de la

piel es la siguiente :
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plantar > palmar > dorso de la mano > escrotal y postauricular > axilar > cuero cabelludo

> brazos >piernas>tronco.'*"”

1.a absorcion percuténea a través de la piel se puede dar por las siguientes rutas:"

A.- Transcelular

B - Difusion a través de los canales entre las células.
C.- Difusién a través de los ductos sebdceos.

D.- Transfolicular.

E.- Difusién a través de los ductos sudoriparos.

En la Figura 1, se observan las rutas de la absorcion percutanea.

ESTRATO CORANED
ESTRATO SAARULOSD

GAANULOS
DE
MELANINA

ESTRATO ESPINGSO-

MELANOCITGS

FOLICULO PILOSO
DERMIS

GLANDULA SEBACEA
TEUDD SUBCUTANED

GLANDULA SUDORIPARA

Figura 1. ESTRUCTURA DE LA PIEL Y SfTIOS DE ABSORCION PERCUTANEA: A,
Transcelular; B, Difusidn a través de los canales entre las células; C, Difusitn a través
de los ductos sebdceos; D, Transfalicular; E, Difusion a través de los ductos

sudoriparos.
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1.5 CARACTERISTICAS GENERALES DE GLICINA, DIGLICINA Y
TRIGLICINA®.

GLICINA

« Descripeion: Polvo cristalino, blanco, inodoro, con saboer dulce, [a soluciones son &cidas
frente al tomasol.

» Solubilidad: Un gramo ¢n 4 mi de agua, un gramo en 1254 mi de alcohol y poco soluble
en éter.

+ Usos: En terapia de niastenia gravis { muchos investigadores dudan de su eficiencia en
esta enfermedad ). Como liquido para irrigacidén en la reseccién transuretral de la
prostata. Ei 4cido también ha sido empleado en varias preparaciones antidcidas, a veces
como una sa! compleja; sin embargo, su limitada capacidad reguladora del pH no

justifica el costo de Ia mayoria de tales preparaciones.**’

DIGLICINA

» Descripcion: cristales ortorrémbicos blancos, punto de fusion 247.5°C .

¢ Solubilidad soluble en agua a 25 °C 2.43 g en 100 ml. Pricticamente insoluble en
acetona, metanol, éter, benceno y tetraclururo de carbono.

+ Usos: Es sugerido como intermediario en la manufactura de agentes surfactantes, sales

de complejos y agentes quelantes. >

TRIGLICINA

» Descripcion: Polvo blanco cristalino y fotosensible.
¢ Solubilidad: 1.8 g en 100 ml de agua.

Poco soluble en dsclventes organicos.5%°

En la Tabla V se muestra un resumen de las caracteristicas generales de glicina, diglicina y
tnglicina.
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Tabla ¥ CARACTCRISTICAS GENERALES DE LA GLICINA, DIGLICINA Y TRIGLICINA

=
PROPIEDAD GLICINA DIGLICINA TRIGLICINA.
Estructura H;N -CH,-COOH { HOOC-CH,;NHCH,- | HOOC-CH» HOOC-
quimica COOH CH,N-CH,COOH
Punto 620 6.43 5.60
isoeléctrico
i
pKa 2.34,9.60 298, 989 a20°C 303, 307,
10.70
!
Peso molecular 75 133 191
(g/mol)
25°C=25.00
Solubilidad en agua 50°C=39.00 25°C =243 225°C=1.28
(g/100ml}) 75°C = 54.40

160°C = 67.2
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i1 PARTE EXPERIMENTAL

2.1 REACTIVOS

Glicina (Merck, Grado reactivo 99%); Diglicina y Triglicina ( Sigma Chemical, Grado
reactive 100%).
Los disolventes empleados para la CLAR fueron de grado HPLC. El resto de los reactivos

fueron de grado reactivo.

1.2 MATERIAL BIOLOGICO
Ratones machos cepa CD,; de tres meses de edad, peso promedio de 30 g. Sin restriccidén |

alimenticia.

2.3 METODOS

2.3.1, PRETRATAMIENTO DE LA PIEL.

La piel se obtuvo de ratones machos sacrificados por dislocacion cervical. La seccion fue
obtenida de la regién abdominal previamente rasurada y su estrato cérmeo fue retnovido
por 20 repeticiones con cinta adhesiva [técnica de Kligman y Christopher, 1963]

2.3.2 ABSORCION PERCUTANEA

.- Se montd la muestra de piel entre dos celdas de difusion de manera que la parte donde
se encontraba el estrato cérmeo quedara expuesta hacia la camara donadors, el drea de

exposicon fue de 2.84 cm’. En la Figura 2 se muestra el diagrama del sistema de difusion.

2 - Se adiciond a la celda donadora 7.0 ml de una solucion de péptido en amortiguador
de fosfatos pH 4.3, 0.01M vy solucidn salina fisiologica (2:1).
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3.- Se adiciond a la celda receptora 10.0 ml de una mezcla de amortiguador de fosfatos de

potasio pH 7.21, 0.01M y solucién salina fisiol6gica (2:1).

4.- El sistema fue mantenido con agitacién constante a una temperatura de 37 +/- I° C en

bafio de arena.

5.- Se tomaron muestras de 0.2 ml de la celda receptora, con reposicién de volumen en

intervalos de tiempo de 0,2,3,4,5,6,7,8,10,24 y 48 horas.

6.-La cuantificacién fue realizada por Cromatografia de Liguidos de Alta Resolucion
(Cromatografo de liquidos LDC Analytical con detector de luz ultravioleta visible de
longitud de onda variable; Columna de Silica, Supelco Le-Si, 5 micrémetros, 250 X 4.6

mm).
Solucion de péptido:

Se trabajé para glicina, diglicina y triglicina 3 niveles de concentracién (6, 10y 20 mg/ml}

cada experiencia fue realizada por triplicado.

—"> TAPON DE BAGUELITA

CON ROSCA
[~ TAPON T2 GELDA RONADORA
; ; ESMERILADO
%\ F—-————-’ —> PIEL
N
J > CELDA RECEPTORA
BRAZO PARA TOMA __

DE MUESTRA

Figura 27 DIAGRAMA DEL SISTEMA DE DIFUSION
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1l RESULTADOS

3.1 ABSORCION PERCUTANEA DE GLICINA

La Tabla VI muestra los valores promedio de las concentraciones y fracciones permeadas de
glicina de la celda receptora a diferentes tiempos para los tres niveles de concentracién trabajados.

En la Figura 3 se observa el comportamiento de esta molécula hasta un ttempo de 48 h.

Tablo Vi CONCENTRACIONES Y FRACCIONES PERMEDAS A DIFERENTES TIEMPOS PARA GLICINA.

TIEMPO (h ) 6 (mg/mi) 10 (mg/mY) 20 (mg/mly
con.{mg/ml) Fp con. (mg/int} Fp con{rg/mi) Fp
2 01755 0.0714 0.3860 0.0938 0.5404 00755
3 0.2150 0,0878 05832 0.1402 0.7389 0,1027
4 0.3080 0,1240 0.7585 0.1820 0.9053 0.1253
5 04294 0.1754 0.9859 0.2375 1.1340 0.1570¢
6 04765 0.1950 11934 0.2871 1.4824 0.2049
7 0.5903 0.2411 1.3958 03351 1.8279 0.2517
8 0.7131 0,2910 1.6070 03861 2.0902 02701
10 0.8436 0.3452 1.8495 0.4436 2,5094 0.3452
24 1.8421 0.7579 3 6529 0.84757 5.5255 0.7553
48 24012 - 41505 - 7.2805 -
Fp, Fraccion permeada= cantidad a tx / cantidad & tus. (n=3}
80 -
~ m ™
¥
P
2
2ol
2
e
g0l
[1% =3
1 " 1 i 1 1 1 L a

e i 2OTIEE.\P‘? Chy ®

Frgura 3 ABSORCION PERCUTANEA UE CLICINA, PARA CONCERTRACIONES DE
6I0Y 20 mal ml (23]

40 50
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3.2 ABSORCION PERCUTANEA DE DIGLICINA

La Tabla VI muestra los valores promedio de las concentraciones y fracciones permeadas de
diglicina de la celda receptora a diferentes tiempos para los tres niveles de concentracién trabajados.

En la Figura 4 se observa el comportamisnto de esta molécula hasta un tiempo de 48 h.

fabla VIl CONCENTRACIONES Y FRACCIONES PERMEDAS A DIFERENTES TIEMPOS PARA DIGLICINA

s (mg/ml} 10 {mg/mi) 20 (mg/mi)
TIEMPO (h) | con (mg/ml) p con. {mg/ml) Fp con {mg/ml) Fp

2 0.2521 0.1064 0.1330 00830 0.3051 0.0966
3 0 4254 0.1795 0.2985 01352 0 4290 01358
3 0.5366 0.2265 0.3941 0.1785 0.5213 0.1650
5 0.4758 0.2008 0.4433 0.2009 0.6086 071937
3] 0.7241 0.3056 0.5004 0.2226 0.6558 02076
7 09277 03915 0 5746 0.2602 0.7217 02285
8 09988 0.4215 06753 03058 0.7468 32384
1o 1.2036 05079 47305 03308 0.8381 0.2653
24 21651 09137 13183 0.5971 20102 0.6364
48 73195 - 22080 . 3.1587 -

Fp, Fraccién permeada = cantidad & tx / cantidad a 4z, (n=3)

CHVBAD PERNEAOR (g
-1
1

15|
x5
10+ —m—& mg/ m
—a— |0 mg/ m
L —h— 20 wg/ m
5|
0 1 N 1 L 1 . 1 . 1 N L
0 10 mrr:m’o(h) @ ® 0

Figua 4 ABSORCION PERCUTANEA D DCLICINA, PAEA CONCENTRACIONES DE
610Y 20mg/wi (n=3)
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3.3 ABSORCION PERCUTANEA DE TRIGLICINA

La Tabla VI muestra los valores promedio de las concenfraciones y fracciones permeadas de
triglicina de la celda receptora a diferentes tiempos pars los tres niveles de concentracion
trabajados, (Apendice 2). En la Figura 5 se observa el comportamiento de esta molécula hasta un
tiempo de 48 b.

Tabla VI CONCENTRACIONES Y FRACCIONES PERMEDAS A DIFERENTES TIEMPOS PARA TRIGLICINA.

6 (mg/ml) 10 (mg/ml) 20 (mg/ml)
TIEMPO (h) | con (mg/ml) Fp con.(mg/mk) Fp cor.(mg/mi) Fp

2 0 4209 0.2151 0.3742 0.1836 02193 0.1182
3 0.5131 0.2622 0.4552 0.2197 0.2646 0.1423
4 06163 0.3381 05730 0.2781 0.3806 0.2043
5 0.8594 04391 0.5662 03254 0.4554 0.2463
6 0.9532 0.4871 0.3466 0.4129 0.4667 0.2545
7 10759 0 5498 0.9134 0.4462 0.5500 0.3037
8 1.2346 0.6309 1.0132 04686 06238 0.3403
10 13542 0.6920 1.1867 05804 0.7955 .4188
24 1.7164 08771 1.8014 08931 1.5659 0.800::)
48 19570 - 2.0250 - 1 8060 -

Fp, FRACCION PERMEADA= cantidad a & / cantidad a bis. (o=3

CANMZAD FERNEADA ( mg )
P
T

—n—& my/ ml
=10 mg/
—a— 20 mg/

Zewo ™
Fugea & ABSCRCION PERCITANEA VE TRGLICINA PARA CONCENTRACIONES DE
610¥ 20 malm (a9
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3.4 PARAMETROS DE PERMEACION.

La cindtica de absorcién se determiné por el método grafico, para cero, primer y segundo

orden, los resultados se muestran en la Tabla IX.

Tabla 1X. COEFICIENTES DE CORRELACION PARA DETERMINAR LA CINETICA DE

ABSORCION.
CONCENTRACION CLICINA DIGLICINA TRIGLICINA
{(mg/ml)

=0.9368 1=0.8017 1=0.7420

6 =0 7351 70,6408 n=0.5614
ry7=04322 3=0.3750 n=0 3884

1,=0.8703 1=0.9692 n=07815

10 n=0.6585 10,7700 =0 6586
1203703 =0.2885 £=0.4536

= rn=09415 r,=0.9882 r=0.8939
20 =0.7386 1=0.8773 £50.7549

15=0 4394 1:=0.5703 1=0.4790

1} = ofden cefo: 1p =primer orden; f3= segunda ordan

El orden de la cinética fue corroborado por una variante grifica del meétodo de Van Hoff
(Apéndice 2).

Los pardmetros de permeacion determinados fueron :a) velocidad de flujo, 1a cual es el
valor de la pendiente de graficar cantidad permeada Vs tiempo; b) constante de velocidad
de permeacion { Kp ), la cual es el valor de la pendiente del grafico de fraccidn permeada
{cantidad permeada a tx / cantidad permeada a ty3 ) Vs tiempo; y, ¢) coeficiente de
permeacion (P) calculado a partir de la siguiente ecuacion que deriva de la Ley de Fick:

P=(Vg/ACyH)(dCg/dt)
donde:
P = Coeficiente de permeacion (cm / s)
Vg = Yolumen del compartimiento receptor {cm *
A = Area difusional ( cm?)
Cp = Concentracion en el compartimiento donador ( mg/ cm 3 )

'z = Concentracion en el compartimiento receptor ( mg/ cm 3



di = Intervalo de tiempo ( s)

Los resultados obtenidos para estos pardmetros s¢ observan en la Tabla X

Tabla X. PARAMETROS DE PERMEACION PARA LAS TRES MOLECULAS .

29

VELOCIDAD DE
MOLECULA | CONCENTRACION FLUIO Kp(shX10° P (ems) X 107
(mg/ml) (mg/s) x10™

3 24519 1.0056 11527

GLICINA 10 2.2861 12667 1.778%

20 7.2033 09638 10214

6 3333 1.4066 24624

DIGLICINA 10 1 9008 0.8583 0.7889

20 1 7928 05694 0.5669

6 3.4989 17670 2.0083

TRIGLICINA 10 29364 1.4028 1.2953

20 19444 1.0389 0.5472

Kp, constante de velocidad de permeacion; P, coeficiente de permeacion

Los valores promedio de pH medidos al final de cada experiencia fueron pars la celda donadora

de 4.3 +-03 y para la celdateceptora de 7.21 +/-02




30

IV ANALISIS DE RESULTADOS

Las Riguras 3, 4 y 5 muesiran que la glicina, diglicina y triglicina parecen seguir una
cinética de absorcion de primer orden, sin embargo, por el método grifico, se encontrd que
los coeficiente de correlacién mas proximos a .99, corresponden al orden cero (Tabla
IX). Para verificar dicho orden, se recurrié a una variante grafica de Método de Van't
Hoff, &7 con la cual, se encontraron valores de la pendiente en un rango de -0.020 a
0.1492 (Apéndice 2), Yo que indica que los resuitados efectivamente s¢ ajustan a una
cindtica de absorcion de orden cero.

En la Figura 6 s observa la cantidad permeada a las 48 h para las tres moléculas. Para los
tres niveles de concentracién la relacién entre el tamaiio de la molécula y la cantidad
permeada es inversameste proporcional, este comporiamiento es légico, ya que, se ha
determinado que, entre mayor sea el tamafio de la molécula sera mas dificil su penetracion
a través de la piel.*"%

Por otro lado, cuando comparamos el efecto de Ia concentracién sobre la permeacion se
observa una relacion directamente proporcional para glicina y dighcina { Figura 6 ). Este
comportamiento es debido a que estas moléculas penetran a través de la piel por un
fendmeno pasivo, donde, la fuerza direccional es ¢l gradiente de concentracién que se
gcnera‘”. Sin embargo, para triglicina al llegar a la concentracién de 20 mg/ml se observa
una disminucién en la cantidad permeada, dicho comportamiento puede ser debido a que
en la celda donadora se tiene una solucién saturada, dado que la solubilidad del péptido es
de 12 8 mg/mi®, Este resultado coincide con lo reportado por Hoo-Kyun y Gardon, los

cuales concluyeron que al trabajar soluciones proximas a la saturacién disminuye la

penetracion del péptido.®
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Bl QicNA
R DAoNA
R RAICNA
.|

CANTIDAD PERMEADA (mg)
-]
i

o-
& 0
CONCENTRACICN {ma/ml)

Figura & COMPARAGION DE LAS CANTIDADES PERMEADAS A LAS A3hPARA
GLICINA, DIGLICINA ¥ TRIGLIGINA. (1=3)

En lo referente a la velocidad de flujo { Figura 7 ) en glicina se observa que, a mayor
concentracién mayor velocidad de flujo. En tanto que, diglicina y triglicina presentan un
comportamiento contrario.

El comportamiento de glicina se debe a que es una molécula de menor tamatio y mayor
solubilidad ( 25g/100 ml ), factores que le permiten atravesar la membrana con mayor
facilidad, mientras que, diglicina y triglicina, con pesos moleculares mayores ¥
solubilidades menores ( 2.43 y 1.28 /100 ml, respectivamente ) no se puede esperar un

incremento en la velocidad de flujo debido a una incompleta disolucién de las moléculas. 5
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VELOCIDAD DE FLIIO fxp -4 [mg/s)

°-.

DIGLICINA ¥ TRIGUICINA. (n=3)
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W cLiciNA
I DIGUCINA
M TRIGUGIN

. CONCENIRACIGH {may/rml)
Figura 7. COMPARACION DX VELOCIDADES DE FLUJO PARA GLICINA,

Para explicar la influencia de! grado de ionizacion en el transporte pasivo de péptidos a

través de la piel se han propuesto tres teorias :

1.- Teoria de pH-particion, en donde, se favorece la absorcidn de especies no ionizadas.*®

2.- La hipbtesis de Siddiqui v col, sugiere que, tanto las especies ionzadas como las no

ionizadas pueden penetrar la piel *

3.- La posibilidad de permeacion a través de la piel por la formacién de un par-ién &

Nuestro estudio se apega a la primera teoria, ya que, considerando el porcentaje de

molécula no ionizada para glicina, diglicina y triglicina (Tabla XI), pedemos establecer

que a mayor porcentaje de especie sin ionizar fue mayor la permeacion.

Tabla XI. PORCENTAJE DE MOLECULA MO (ONIZADA AL pH OE ESTUDIO {4.3).

MOLECULA pKa PORCENTAJE NO
IONIZADO
GLICINA 2.34 99
DIGLICINA 298 a5
TRIGLICINA 3.03 94
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Se encontraron coeficientes de permeacion para glicina, diglicina y triglicina en un rango
de 0.5a 3.0 x 10° cr's ( Figura 8 ), los cuales resultaron ser mayores a los reportados por
Ackermann v Flynn para péptidos v pr(;te-.ima.s."’0 y a los reportados por Ruland y Kreuter
para aminodcidos.® Ellos concluyen que con los coeficientes de permeacién encontrados
110 era factible la administracién transdermal, ello puede deberse a que al pH en el
trabajaron era el punto isoeléctrico, donde, se presenta precipitacion y por ende
disminucién de la permeacién. Sin embargo, en nuestro €aso se tiene a la molécula no
jonizada y soluble (pH 4.3), condiciones que permiten la administracién transdermal.
Ademés, este pH es adecuado y compatible con ¢l pH de a piel (3.8 - 5.6) x

M GLOINA
B DICLIONA
W TRIGLCINA
”—
x
_5 2.0
G
g
Z 18-
o
T
@
%
S o3l
g
e

L) 10 20

CONCENTRACIO (mggrr)
Fgura 8. COMPARACION DX LOS CORTHCIENTES DE PERMEACION FARA
GLICINA, DIGLICINA TRIGLIGINA. (n=3)

Por otra parte, los valores de los coeficientes de permeacién y constante de velocidad de
permeacién més altos ( Figura 8 y 9) coinciden en una concentracién ideal, 10 que nos
indica que para cada molécula existe una concenfracién, en donde, la permeacion es més

eficiente.
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B DicUCINA
N TRIGLCINA
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Figura 9. COMPARACION DK LAS CONSTANTES DE VRLOCIDAD DX PERMEACION (Kp)
PARA GLICINA, DIGLICINA'Y TRIGLICINA. {n=3)

Por tiltimo, para demostrar Iz influencia del tamafio molecular y fa concentracion, se

realizo un anglisis de varianza para los coeficientes de permeacion (Tabla XII), con un

a=0.05, encontrindose que ambos factores influyen significativamente sobre la

permeacion de las moléculas.

Tobla XH, ANALISIS DE VARIANZA PARA COEFICIENTES DE PERMEACION.

FUENTE DE SUMA DE GRADOS DE MEDIA DE F
VARIACION CUADRADOS LIBERTAD CUADRADOS
Peso molecular 0.2638 2 ©.1319 0.4371
Concentracién 6.0413 2 3.00715 9.9667
Interaccidn 3,5981 4 {.89953 29813
Error 54310 18 0,301722
Total 15.3072 26

Ftablas ; F005.1’|r= 3.55, Foosaz,18= 293
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V CONCLUSIONES

La plicina, diglicina y triglicina siguen una cinética absorcién de orden cero (para
concentraciones de 6, 10 y 20 mg/mi, a una temperatura de 37 +- 1°C).

Se establece que existe una interaccién significativa del tamafio molecular y la
concentracién sobre la permeacidn, adernds, el transporte pasivo se favorece para las
moléculas en su forma no ionizada. Se determind que para cada molécula existe una
concentracion ideal, donde los valores de Kp y P son los mds altos.

En general, el tamafio molecular y la concentracién son factores determinantes que se ven
reflejados en la absorcién percutdnea y deben considerarse en el disefio de sistemas de
liberacién de péptidos y proteinas a través de piel.
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VALIDACION DEL METODO DE CUANTIFICACION PARA  GLICINA,
DIGLICINA Y TRIGLICINA .

Las condiciones determinadas para la cuantificacion de glicina, diglicina y triglicina; se

muestran en la Tabla XIIL'®"

Tobla . CONDICIONES OPTIMAS DE TRABAJO PARA LA CUANTIFICACION DE GLICINA , DIGLICINA Y

TRIGLICINA
CONDICIONES DE
TRABAJO GLICINA DIGLICINA TRIGLICINA
Columna Sitica ,Supeleo Le-8i, | Silica ,Supelco Le-Si, | Silica ,Supelco Le-Si,
Smem , 250 X 4.6 mm | Smem , 250 X 4.6 mm | Smem , 250 X 4.6 mm
Sensibilidad 0.01 0.01 0.05
Atenuacion 2 2 3
Velocidad de flujo
(m/min) 2 2 2
Fase movil
{65:21:14) ACN-MEOH-AGUA | ACN-MEOH-AGUA | ACN-MECH-AGUA

Para la validacidn del métedo de cuantificacién, se evaluaron los sipuientes pardmetros

*

Linealidad del sistera,
Precision del sistema.
Linealidad del método
Especificidad del método.

Exactitud y repetitibidad al 100% del método.

Precision del método

Estabilidad del método.
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La validacién para los métodos de cuantificacion de glicina, diglicina y triglicing, son

lineales, precisos y exactos. En la Tabla XIV tenemos los resultados obtenidos.

Toblo XN VALIDACION DEL METODO DE CUANTIRCACION DE GLICINA, DIGLICINA Y TRIGLICINA

PARAMETROS DE | CRITERIO RESULTADOS RESULTADOS RESULTADOS
VALIDACION GLICINA DIGLICINA TRIGLICINA
LINEALIDAD CV515% 1.3145%
SISTEMA r= 099 0.9999
¥ 2098 0.9999
PRECISION
SISTEMA CVv<1.5% 0.7814
% Recobro 98-102
% 99.9% 992143 % 929,495 %
LINEALIDAD CVs2% 1.4675 1.7663 17039%
METODO m=1 teal = 1.8526 tal = 0 2439 teal = 0.0465
b=0 teal = 2.1604 tcal= -1 6549x10-3 tcal= 1.1523%10 -7
CVi2% 0.9947% 1.95% 0.7843 %
. Debe satisfacer los
PRECISION requisitos de andlisis Fa=02918 Fa=1.5276 Fa= 158513
METODO de Pgla/gld=38.5 Fglafgld = 38,51 Fala/gld =38.51
(REPROINTRILIDAD varianza
Fd = 0.548% Fd = 0.0067 Fd= 0 7622
Fgld/gle =6 06 Fgld/gle = 6.06 Fgld/gle =6.06
PRECISION CV<21% 18% 200% 1.7534 %
METODO
(REPETITIBHLIDAD)
EXACTITUD % Resobro 100,4316 % 99.5763% 1003942 %
METODO 98-102 %
Ninguno de los Ninguno de los Ninguno de los
Sedial debidanla componentes det componentes del componentes del
ESPECIFICIDAD | sustancia deinterds | disolvertes produce | disolventes produce una | disolventes produce una
DEL METODO una respuesta que respuesta que interfiera | respuesta que interfiera
interfiera con Ia glicina con la diglicina . con la triglicina .
El intervalo de Tprom t a/l1sem= Ipromt.a/lsem= Iprom ref ambar=
confianza para las 567731 % 659067 % 98 9645 %
ESTABILIDAD DEL | direfencias delas
METODO medias debe incluir fprom reff [ sem = Iprom reff1sem = [prom a temp ambiente y
cero ylo [prom. se 102 % 69 4480 % en frasco transparente =
encuentra entre 76 %
98- 102 %
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La variante grafica del Método de Van't Hoff forma parte de los métodos diferenciales para
obtener 6] orden de las reacciones. Para cada concentracidn de glicina, diglicina y triglicina se
determind la velocidad de absorcidn en distintos momentos de tiempo & partir del inicio de la
cinética. Desputs se obfuvo un gréfico del logaritme de la velocidad contra concentracién en la
celda receptora, en donde, la pendiente de la recta nos da diroctamente ef orden de la cinética de

absorcién como lo muestran las figuras 10-18.%
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