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RESUMEN. Se correlacionan los resultados obtenidos en la valoracién de bencidrila-
mina y derivados, a través de la utilizacién de tres métodos analiticos que emplean
la extraccion liquido-liquido y la cromatografia en capa fina como etapa preparativa,
a los efectos de evitar la interferencia por parte de sustancias liberadas desde las mem-
branas gastricas. Se observa buena concordancia de los valores medidos por espectro-
densitometria y por espectrofotometria ultravioleta cuando se utiliza la cromatogra-
fia en capa fina como etapa previa a la medicién analitica.

SUMMARY. “Absorption of Benzhydrylamine and Derivatives. 1. Selection of the
Analytical methodology”. Data obtained through evaluation of benzhydrylamine
and some derivatives by three analytical methods are correlated. The methods in-
clude liquid-liquid extraction and thin layer chromatography (TL.C) as a preparative
step, in order to avoid interference of substances released from the gastric membra-
nes. Good concordance between spectrophotometric and spectrodensitometric values

is noted when TLC is used as a previous step to the analytical measurement.

INTRODUCCION

Un aspecto que debe ser tenido en
cuenta en el disefio de firmacos es la fa-
cilidad que poseen éstos de atravesar las
membranas, como una estimaciébn de su
biodisponibilidad.

La bibliografia es abundante en mo-
delos experimentales que operan con
membranas naturales que permiten eva-
luar, en forma répida, tanto la cinética
de absorcién de una sustancia como la
gravitacién de ciertos factores fisicoqui-

micos sobre la misma. Se destacan en es-
te aspecto los trabajos de Schanker et
al.!, quienes analizan el rol del pH en la
transferencia de drogas desde el estéma-
go de ratas. Wiseman? pone a punto una
técnica basada en el empleo de intestino
aislado conteniendo soluciones de dro-
gas. Doluisio et al.?, en la década del 60,
hacen importantes contribuciones a la
absorcion de firmacos empleando un
método prictico in situ. Mis reciente-
mente sobresalen las investigaciones efec-
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tuadas por Hori et al.*®, Suzuka et al.®,
Hirano y Hunt®, Sakai et al.”, Hawkins
y Reifenrath® y el trabajo realizado por
Patel y Kramer® en el cual comunican
los resultados de la absorcién del allopu-
rinol desde distintos sitios del tracto gas-
trointestinal de ratas.

Nuestro propésito es analizar la ab-
sorcidn de derivados de la bencidrilamina
como parte de un trabajo multidiscipli-
nario que pretende lograr un prototipo
activo a partir de dicha sustancia; ya se
han comunicado resultados sobre el efec-
to antiespasmadico y anestésico local de
una scric de derivados de la bencidrilami-
nalo' 11 .

En el presente trabajo sc informa el
estudio realizado a efectos de seleccionar
una metodologfa analitica que permita
seguir la transferencia desde el lumen es-
tomacal de rata al torrente sanguineo de
los siguientes derivados: clorhidratos de
bencidrilamina (BB, ), N,N-dimetilbenci-
drilamina (AB, ), N,N-dietilbencidrilami-
na (AB;) y N-metilbencidrilamina (ABy,)

Se desarrollaron métodos basados en
fa aplicacion de téenicas de separacién
con el fin de cvitar interferencias en la
cuantificacién de las bencidrilaminas
ocasionadas por las sustancias liberadas
desde las membranas estomacales!?. Se
utilizaron la extraccion liquido-liquido
y la cromatografia en capa fina para los
cuatro derivados mencionados, compa-
ridndose estos métodos mediante el test
de significancia de las pendientes a través
del valor F¥3, La sustancia AB,; fue tam-
bién cuantificada por medio de una es-
pectrodensitometria, manifestando una
buena correlacién con los resultados ob-
tenidos mediante el método que empled
la cromatogratia en capa fina.

PARTE EXPERIMENTAL
Los tres métodos que se comparan

requieren de una etapa de separacion pa-
ra luego medir una sefial analftica que
resulta ser Absorbancia para dos de ellos
y Area para cl restante.

En soluciéon de Krebs a pH 3 —previa-
mente incubada en el lumen estomacal a
37°C durante 90 min y oxigenada por bur-
bujeo de aire— sc prepararon soluciones
de BB,, AB4, AB; v AB,, en concentra-
ciones comprendidas entre 40-212 y/ml.
Método A

Emplea una extraccion Hquido-liqui-
do; para cllo, en recipientes de 50 nl se
agrega 1 ml de cada una de las soluciones
preparadas con los derivados de la benei-
drilamina, 4 ml de HOK al 20%y 7 ml de
diclorometano recientemente rectifica-
do'™, solvente que permite una detec-
cién mds sensible en el espectro del ultra-
violeta. Se logra la transferencia del solu-
to mediante constante agitacion magnéti-
ca durante un tiempo variable para cada
sustancia: 20 minutos para AB,,, 25 mi-

‘nutos para AB; y 30 minutos para AB,

y BB,. Esta operacién de extraccion se
lleva a cabo a baja temperatura —cn bano
de hiclo— y manteniendo los recipicentces
cerrados, a fin de evitar concentraciones
por evaporacion del diclorometano.

Se dejan separar las fases, se retiran
5 ml de la solucién orgénica, se anhidri-
zan mediante filtracién a cravés de sulfa-
to de sodio, se completa a 5 ml con di-
clorometano y se leen las absorbancias
—contra un blanco sometido a las mis-
mas condiciones— a las siguientes longi-
tudes de onda: 234 nm para BB,, 228
nm para AB4 y 227 nm para AB,; y AB,,,
en un espectrofotometro Beckman M 26.
Método B

Utiliza como técnica de separacidn
el siguiente sistema de cromatografia en
capa fina:

Placas: Cromatofolios de aluminio
Merck de silicagel 60 Fas,, lavados con



acctona rectificada'®, divididos en pistas
de 2 cm de ancho.

Siembras: Se efecthan mediante la
utilizacion de un microdispensador, de-
positando en cada pista y en forma de
bandas de 0,5 cm, 20 ul de las soluciones
de distintas concentraciones preparadas
con los derivados bencidrilaminicos, re-
servindose una pista para ¢l blanco del
ensayo.

Solvente de corrida: Acetona recti-
ficada.

Equilibrio: La cuba de desarrollo se
satura con el solvente durante una hora.

Desarrollo: Se interrumpe una vez
que el frente del solvente haya ascendido
10 c¢m desde el sitio de siembra.

Revelado: Se ponen de manifiesto
las zonas de desplazamiento exponierdo
¢l cromatofolio bajo la luz ultravioleta
de 254 nm, obteniéndose un R¢ de apro-
ximadamente 0,8, en tanto que las sus-
tancias liberadas en el lumen géstrico
quedan retenidas en el sitio de siembra.

Una vez localizadas las zonas de des-
plazamiento se las circunscribe a un 4rea
de 1,3 x 2 cm y se extracn las sustancias
por clucién; para esto se separan las dreas
del tolio cortindolas cuidadosamente y
trasladandolas a un frasco Borrel conte-
niendo 5 ml de un solvente adecuado.
Para las sustancias AB, y AB,4 se empled
HCl 10 M y se incubaron los frascos
Borrel a B.M. durante 20 minutos, agi-
tandolos constantemente. En cambio,
para las sustancias AB,, y BB, debié
emplearse diclorometano, previa pulveri-
zacién del cromatofolio con HONa 0,2
N, cluyéndose a temperatura ambiente
durante 60 minutos.

Los liquidos de elucién se trasvasan
a matraces de 5 ml, se completa el volu-
men y se miden las absorbancias a 234
nm para BB,, 227 nm para AB,,, 229
nm para AB, y 231 nm para AB,.
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Método C
Emplca el mismo sistema cromato-
grifico detallado para ¢l Método B, con

.. ., .
la Gnica modificacidon que se siembran

5 ul de las soluciones. Una vez comple-
tado ¢l desarrollo del cromatofolic, éste
es examinado en sentido longitudinal
mediante el uso de un espectrodensitd-
metro Shimadzo Dual-Wavelength TLC
Scanner €§-910, udlizando como longi
tud de onda de reterencia 350 nm y co-
mo longitud de onda de registro 230 nm;
el modo de medida fue e de reflecrancia,
barriendo a una velocidad de 20 mm/
minuto. Las dreas obtenidas con las so-
luciones problemas de AB, fueron cote-
jadas con soluciones de referencia prepa-
radas en solucién Krebs sin haber sido
sometidas a incubacién; éstas fueron pla-
nificadas de forma tal de obtener arcas
similares a las observadas con las solucio-
nes problemas.

RESULTADOS

Los valores obtenidos para cada de-
rivado de la bencidrilamina, mediante
los Métodos A y B, se ordenan en Tablas
1 a4y Figuras 1 a 5. Al pie de Jas mis-
mas se indica el valor F, calculade con el
fin de cotcjar ambos métodos. Para la
sustancia AB, se comparan graficamente
los resultados obtenidos por espectroden-
sitometria y por el Método B a partir de
idénticas soluciones.

DISCUSION DE LOS RESULTADOS

a) Los coeficientes de correlacion obte-
nidos con los Métodos A y B indican
una relacién lineal entre la serial ana-
litica y el rango de concentracién uti-
lizado.

b) Los valores F calculados con los dos
coeficientes de regresion seialan que
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Figura 5. Representacidén grifica de los valores
de AB, expresados en mg/ml hallados por Den-
sitometria (abscisa) y por Cromatografia en
Capa Fina (ordenada). El andlisis estad{stico re-
chaza la hipétesis nula de que no existe regre-
sién o que §= 0. Recta de regresion: Y =
0,000479 + 1,0094 X; intervalos de confianza:
5% ;r = 0,9982.

no existen diferencias significativas
para AB,, BB, y AB,,, para un nivel
de probabilidad del 0,05; en cambio
para el AB, existen diferencias alta-
mente significativas.
c) Puntualizamos que en el caso de la
sustancia AB, se destaca el Método
B por su mayor sensibilidad.
d) Los pardmetros estadisticos calcula-
" dos con los datos ordenados en la Fi-
gura 5 sefialan una correlacién lineal
entre las concentraciones recupera-
das con cada método. El valor medio
de la pendiente indica que se recupe-
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los valores obtenidos con el Método
B. En el caso en que el valor hallado
por espectrodensitometria fuera de
2,0 mg/ml corresponderian para el
Método B valores de 2,02 * 0,162
mg/ml, intervalo que cubre ese valor
con una probabilidad del 95%, resul-
tando aceptable para nuestro propé-
sito.
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