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1. Introducción 

De acuerdo con estadísticas de la Organización Mundial de la Salud (OMS), 

la diabetes fue la segunda causa de muerte en la población mexicana durante el 

2016, con un total de 87,000 decesos, correspondientes al 14% del total de 

defunciones en el país, sólo después de las muertes generadas por enfermedades 

cardiovasculares (24%).1 A partir de lo anterior es que surge la necesidad de 

desarrollar nuevas opciones terapéuticas para el tratamiento de la diabetes y las 

complicaciones que conlleva esta enfermedad, como la nefropatía diabética, la 

retinopatía y el pie diabético, entre otros. Desde que se comenzó a estudiar la 

etiología de la diabetes, ha habido un gran número de esfuerzos por encontrar 

tratamientos cada vez más eficaces para la misma. 

Al ser la diabetes una enfermedad multifactorial, es posible abordar su 

tratamiento a partir de agentes farmacoterapéuticos que actúen sobre diferentes 

blancos moleculares y que conlleven diferentes acciones biológicas, como una 

mayor liberación de insulina, incremento en la expresión de los receptores de 

glucosa, una disminución en la absorción intestinal de carbohidratos, entre otros. En 

los últimos años se ha desarrollado una gran variedad de fármacos que actúan 

sobre distintos blancos terapéuticos para el tratamiento de la diabetes.2 

Numerosos estudios han revelado que un importante número de candidatos 

a fármacos no tienen éxito en la larga etapa de desarrollo clínico debido a problemas 

de absorción, distribución, metabolismo, eliminación y toxicidad (ADMET). Para que 

una molécula pueda llegar a ser un fármaco aplicado en la terapéutica, debe cumplir 

con ciertas características además de su efectividad, como lo son propiedades 

fisicoquímicas, y buenos perfiles de seguridad, además de un adecuado perfil 

farmacocinético.3 

En el presente trabajo se presentan las evaluaciones farmacológicas de la 

quipazina (QPZ), una herramienta farmacológica con actividad serotoninérgica y del 

nuevo derivado TR3370, los cuales presentan actividad hipoglucemiante19. Los 

estudios realizados se pueden dividir en dos grupos: las evaluaciones 

farmacocinéticas en las que se determinaron de coeficientes de permeabilidad en 

el intestino, los procesos de biotransformación in vitro y el estudio de los perfiles 
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farmacocinéticos de ambos compuestos; mientras que la monitorización de los 

niveles de glucosa en sangre,  y el perfil neurofarmacológico de ambos compuestos 

comprenden las evaluaciones farmacodinámicas. 
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2. Antecedentes 
2.1 Diabetes 

La diabetes es una condición crónica que ocurre cuando el cuerpo no puede 

producir suficiente insulina o no puede utilizarla y las personas con esta enfermedad 

presentan niveles altos de glucosa en sangre. La insulina es una hormona producida 

en el páncreas, se requiere para transportar la glucosa desde la sangre al interior 

de las células del cuerpo, en donde es utilizada como energía. La ausencia o 

ineficacia de la insulina en las personas con diabetes genera que la glucosa 

continúe circulando en la sangre y no sea absorbida. Con el tiempo, los altos niveles 

de glucosa en sangre (conocida como hiperglucemia) causan daño en muchos 

tejidos del cuerpo, dando lugar al desarrollo de complicaciones para la salud que 

pueden ser incapacitantes y pueden poner en peligro la vida.4 

2.2 Tipos de diabetes 
2.2.1 Diabetes tipo 1 

La diabetes tipo 1 es causada por una reacción autoinmune en la que el 

sistema de defensa destruye a las células-β productoras de insulina en el páncreas. 

Como resultado, el cuerpo ya no puede producir la insulina que necesita. Esta 

enfermedad puede afectar a personas de cualquier edad, aunque es más frecuente 

en niños y jóvenes adultos. Las personas con esta forma de diabetes necesitan  de 

la administración de insulina para controlar los niveles de glucosa. Sin la insulina, 

una persona con diabetes tipo 1 moriría.4 

2.2.2 Diabetes tipo 2 

La diabetes tipo 2 es el tipo más común de diabetes. Esta enfermedad es 

más frecuente en adultos, aunque su incidencia es cada vez mayor en niños y 

adolescentes. En la diabetes tipo 2, el cuerpo es capaz de producir insulina pero se 

vuelve resistente a la misma, y con el tiempo los niveles de insulina pueden llegar a 

ser insuficientes. Aunque las causas exactas del desarrollo de esta enfermedad no 

se conocen todavía, existen varios factores de riesgo importantes como el 

sobrepeso, la inactividad física y la nutrición inadecuada.4 
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2.2.3 Diabetes gestacional 

La diabetes mellitus gestacional es una forma de diabetes inducida por el 

embarazo que suele ocurrir a partir de la semana 24 de gestación. Este tipo de 

diabetes surge porque la acción de la insulina se ve disminuida (resistencia a la 

insulina) debido a la producción de hormonas en la placenta. Entre otros factores 

de riesgo se incluyen la edad avanzada, la obesidad, el aumento excesivo de peso 

en el embarazo, antecedentes familiares, entre otros. La diabetes mellitus 

gestacional suele presentarse como un trastorno transitorio durante el embarazo y 

normalmente desaparece al finalizar el mismo. Ya que es raro que aparezcan 

síntomas característicos de hiperglucemia durante la gestación y podría resultar 

difícil distinguir entre los síntomas habituales del embarazo, se recomienda realizar 

una prueba oral de tolerancia a la glucosa a fin de detectar la presencia de esta 

enfermedad entre las semanas 24 y 28.4 

2.3 Tratamientos para la diabetes tipo 2 

En contraste con las personas con diabetes tipo 1, las personas con diabetes 

tipo 2 en estadíos iniciales no requieren tratamiento diario de insulina para disminuir 

los niveles de glucosa. El pilar en el tratamiento de este tipo de diabetes es la 

adopción de una dieta sana, el aumento de la actividad física y mantener un peso 

corporal normal. Diverosos medicamentos orales están disponibles para ayudar en 

el control de los niveles de glucosa en sangre. Sin embargo, si los niveles de glucosa 

en sangre continúan aumentando, puede que sea necesario prescribir insulina a 

personas con diabetes tipo 2.4 

2.3.1 Tratamientos farmacológicos para la diabetes tipo 2 

El aumento en la prevalencia de la diabetes tipo 2 ha favorecido el desarrollo 

de nuevas estrategias para el control seguro la hiperglucemia (Figura 1). El objetivo 

de estas terapias es reducir y mantener las concentraciones de glucosa lo más 

cercano a lo normal por todo el tiempo posible y de este modo prevenir el desarrollo 

de las complicaciones. A pesar de que algunas terapias no han tenido éxito debido 

a los efectos adversos o baja eficacia, existen varias alternativas terapéuticas bien 

aceptadas y  que son usadas en todo el mundo. Los mecanismos de acción de estos 
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fármacos han sido bien establecidos y se resumen en la Tabla 1. A pesar de esto, 

las respuestas individuales de estos fármacos pueden diferir notablemente entre 

cada persona, probablemente como resultado de la naturaleza heterogénea de la 

fisiopatología de la diabetes tipo 2.2 

Figura 1. La tasa de introducción de nuevos fármacos hipoglucemiantes se ha acelerado durante 
los últimos 20 años. Dos tratamientos (insulina animal e insulina inhalada en rojo) no se utilizan 

más la terapéutica. DPP4= Dipeptidilpeptidasa 4, SGLT2= Co-transportador sodio-glucosa 2, GLP-
1= Péptido tipo-glucagon 1 (Adaptado de Kahn S.E, 2014) 

 
Tabla 1. Ejemplos de fármacos hipoglucemiantes empleados actualmente en terapéutica 

Mecanismo de acción Ejemplos 
Secretagogos de insulina Glibenclamida, Gliclazida, Gimpirida 

Inhibidores de la gluconeogénesis Metformina 
Agonistas PPAR-γ Pioglitazona, Rosiglitazona 

Inhibidores de α-gluosidasa Acarbosa, Miglitol, Voglibosa 
Inhibidores de DPP4 Alogliptina, Linagliptina, Saxagliptina 
Ihibidores de SGLT2 Canaglizofina, Dapaglizofina 

Secretagogos de insulina Nateglinida, Repaglinida 
Resinas de unión a ácidos biliares Colesevelam 

Agonistas del receptor de dopamina Bromocriptina 
Análogos de amilina Pramlinitide 

Agonistas de receptor GLP-1 Exenatida, Liraglutida, Lixisenatida 
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2.4 Serotonina 

La serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) es una bioamina derivada del 

aminoácido triptófano.5 Esta molécula no atraviesa la barrera hematoencefálica y 

debido a esto, cada reservorio de serotonina tiene distintas funciones.6 En el 

cerebro, la serotonina sirve como un neurotransmisor y regula múltiples aspectos 

fisiológicos, incluyendo: comportamiento, aprendizaje, apetito y homeostasis de 

glucosa.7 Sin embargo, la serotonina derivada del cerebro solo representa alrededor 

del 5% del total de serotonina en el cuerpo.6 El 95% restante de serotonina es 

producido en los órganos periféricos y tiene la función de modular distintas 

reacciones fisiológicas.8 

2.4.1 Receptores de serotonina 

La serotonina ejerce sus efectos en células las blanco a través de por lo 

menos catorce receptores. Trece de estos pertenecen a la superfamilia de 

receptores acoplados a proteínas G y se dividen en tres subfamilias dependiendo 

de las diferentes proteínas G a las que se encuentran acopladas. Las subfamilias 

5-HT1 y 5-HT5 se encuentran acopladas a proteínas Gi, la subfamilia 5-HT2 está 

acoplada a proteínas Gq y las subfamilias 5-HT4, 5-HT6 y 5-HT7 se encuentran 

acopladas a proteínas Gs. La subfamilia 5-HT3 es la única que se encuentra 

asociada a un canal iónico.8 

2.4.2 Acción de la serotonina en células β-pancreáticas 

Experimentos realizados en ratones deficientes de las enzimas responsables 

de la síntesis de serotonina revelaron que los animales pueden desarrollar diabetes 

debido a una secreción insuficiente de insulina de las células β. También se 

demostró que la concentración intracelular de serotonina se correlaciona 

positivamente con el grado de secreción de insulina.9 La intolerancia a la glucosa 

observada en los experimentos mencionados es comparable con el fenotipo de la 

diabetes mellitus tipo 2 inducido en ratones knockout al receptor 5-HT2C10, 

contradictoriamente, se ha visto que agonistas a este receptor, como el clorhidrato 

de 1-(3-clorofenil)piperazina (mCPP), generan una disminución en la liberación de 

insulina.11 Sin embargo, se ha detectado una participación importante por parte del 
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receptor 5-HT1A en la regulación de la liberación de insulina.12 En humanos, se ha 

reportado que en casos de sobredosis de sustancias de abuso con actividad 

serotoninérgica, se generan episodios de hipoglicemia prolongada.13 

2.4.3 Mecanismo de acción de la serotonina en células β 

La acción de la serotonina en las céluas β del páncreas comienza con el 

transporte de glucosa al interior de la célula β, y posteriormente la oxidación de la 

misma y la generación de ATP en las mitocondrias. El aumento en la concentración 

de ATP genera a su vez el cierre de canales de potasio sensibles a éste y la 

posterior despolarización de la membrana, llevando a la entrada de calcio a las 

células por la apertura de canales de calcio dependientes de voltaje. Entre otras 

funciones, el calcio activa transglutaminasas (TGasas), que realizan la conjugación 

de serotonina con una gran variedad de proteínas. En las células β, las proteínas 

Rab3a y Rab27a, involucradas crucialmente en la exocitosis de la insulina, son 

activadas por este mecanismo, dando como resultado la secreción de serotonina e 

insulina. Mientras que la insulina ejerce funciones endocrinas, la serotonina actúa 

mediante un ciclo autócrino/parácrino. Inicialmente, concentraciones altas de 

serotonina extracelular ([5-HT]e) disminuyen la secreción de insulina mediante su 

acción sobre los receptores 5-HT1A, promoviendo un debilitamiento de esta señal 

por el aclaramiento de [5-HT]e mediante el transportador de recaptura de serotonina 

(SERT) en la membrana. Eventualmente, la concentración intracelular de serotonina 

([5-HT]i) alcanza niveles mucho más altos que [5-HT]e, y desencadena otro evento 

de secreción de insulina.9 Este mecanismo se ilustra en la Figura 2. 

Por otra parte, se ha reportado la participación de receptores los 5-HT2B y  5-

HT3A en las células β pancreáticas: el primero de ellos está relacionado con el 

aumento de la concentración intracelular de calcio y la consecuente liberación de 

insulina, mientras que el segundo se encuentra relacionado con el incremento en la 

concentración intracelular de sodio, potasio y calcio.8 De esta forma se ha 

observado que los receptores 5-HT1, 5-HT2 y 5-HT3 se encuentran relacionados 

directamente con la secreción pancreática de insulina regulada por serotonina. 
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Figura 2. Mecanismo de acción de serotonina en células-β pancreáticas. (Adaptado de Paulman, 
N., 2009) 

2.5 Quipazina 

El compuesto quipazina (QPZ) ó 2-(1-piperazinil)quinolina, genera 

estimulación uterina debido a su acción en sitios sensibles a serotonina. Se ha 

demostrado que estos efectos pueden ser suprimidos al adicionar metisergida, un 

antagonista serotoninérgico.14 En estudios posteriores, se obervó que la QPZ 

genera los mismos efectos que la serotonina en diferentes tejidos como aorta, íleon, 

tráquea y pulmón, los cuales eran disminuidos al adicionar antagonistas 

serotoninérgicos.15 La estructura de la QPZ se muestra en la Figura 3A. 
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A pesar de que las acciones fisiológicas de la QPZ son muy similares a las 

de la serotonina, la quinolina presentó una interesante variedad de efectos 

secundarios como generación de edema plantar en ratas15 y modificaciones 

importantes de los comportamientos conductuales en gatos: como expresión de 

enojo, midriasis, piloerección, protusión de uñas, arqueamiento de la espalda y 

vocalización.16 En estudios posteriores, realizados también en gatos, se observaron 

efectos como movimiento involuntario de extremidades, comportamiento de 

alucinaciones, acicalamiento, temblores, entre otros, ocurridos dentro de los 

primeros 5 a 15 minutos después de una administración intraperitoneal de quipazina 

en un rango de dosis de uno a dos miligramos por kilogramo.17 Estos y otros efectos 

no deseados fueron los responsables de que la QPZ no llegara a la terapéutica 

contemporánea, y limitó su uso como una herramienta farmacológica. 

2.5.1 Nuevos derivados de QPZ 

En 1994, Terrón y colaboradores sintetizaron y evaluaron una serie de 

derivados de la QPZ, los cuales conservaron la estructura de quinolina con un 

sustituyente de piperazina en la posición dos. Estos derivados presentaron 

principalmente sustituciones en las posiciones cinco y seis, así como en el nitrógeno 

secundario de la piperazina. De los derivados mencionados, sólo aquellos que 

presentaron modificaciones en el nitrógeno de la piperazina en los que se adicionó 

una cadena alifática de uno o dos carbonos con funcionalidades electronegativas 

en el extremo terminal, fueron los que presentaron resultados similares a la QPZ al 

evaluarlos sobre músculo liso vascular canino.18 Posteriormente, los derivados 

quinolínicos mencionados fueron evaluados sobre la sensibilidad a la insulina, 

siendo el compuesto 2-[4-(quinolin-2-il)piperazin-1-il]etan-1-ol (TR3370) el más 

activo, convirtiéndose en un buen candidato para posteriores evaluaciones 

preclínicas.19 

 

 

 

Figura 3. A) Estructura de la QPZ;  B) Estructura de TR3370 
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2.6 Farmacocinética 

La farmacocinética se dedica al estudio de la absorción, distribución, 

metabolismo (o biotransformación) y eliminación (ADME) de fármacos en el humano 

y en animales. La absorción y la distribución indican el paso de las moléculas de 

fármaco del sitio de administración a la sangre y a los tejidos blanco 

respectivamente. La eliminación de fármacos puede ocurrir por biotransformación y 

excresión de moléculas de la sangre al exterior del cuerpo a través de orina, bilis u 

otras vías de eliminación.20 

2.6.1 Absorción 

La determinación de la absorción oral de una sustanacia es una parte importante en 

la preformulación de nuevas entidades farmacológicas. En consecuencia, en años 

recientes, los estudios de absorción intestinal de fármacos han recibido un 

considerable interés. En general se cuenta con dos tipos de modelos para estudios 
de absorción. Los modelos animales están basados en el aislamiento in situ de 

segmentos intestinales. Así, el fármaco es administrado en el segmento intestinal y 

se determina la disminución de la concentración en el intestino y/o el aumento de la 

concentración en la sangre. En los modelos alternativos in vitro un segmento 

intestinal es aislado y montado en una cámara de órgano aislado. En este caso, el 

segmento intestinal es usado como una membrana semipermeable entre una 

cámara receptora y una donadora. El desarrollo de estos modelos ha hecho posible 

caracterizar numerosos factores que determinan el transporte transepitelial de 

fármacos.21 

2.6.2 Biotransformación 

Después de la administración oral en humanos o animales, los fármacos son 

absorbidos y transportados por la vena porta hacia el hígado, en donde son 

metabolizados inicialmente por este órgano. En general, los fármacos son 

predominantemente oxidados mediante enzimas del citocromo P450 (CYP450). En 

un menor grado, se llevan a cabo flavin-monooxidaciones, así como reacciones de 

reducción enzimática (por ejemplo estearasas y proteasas) o hidrólisis no 

enzimática. Los productos de esta transformación se conocen como metabolitos de 
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fase I. La subsecuente conjugación (reacciones de fase II) de los metabolitos de 

fase I puede generar metabolitos conjugados con glucurónidos, sulfatos, glutatión, 

glicina o acetato. En muchos casos, los estudios in vitro del metabolismo hepático 

pueden revelar información preliminar valiosa sobre el metabolismo de un 

compuesto por el hígado.22 

En el hígado, las enzimas que catalizan las reacciones de metabolismo de 

fármacos se encuentran principalmente en el endoplasma (microsomas) y la 

fracción soluble del citoplasma (citosol), junto con pequeñas cantidades en los 

lisosomas, las mitocondrias y el núcleo. Se han identificado a siete isoformas del 

citocromo P450 como las principales implicadas en el metabolismo de fármacos: 

CYP 1A2, 2A6, 2C9, 2C19, 2D6, 2E1 y 3A4, de las cuales CYP 3A4 y CYP 2D6, 

son las principales responsables en la oxidación de fármacos.22 

La estabilidad metabólica ha sido definida como el porcentaje de compuesto 

original remanente con respecto al tiempo en presencia de un sistema de prueba 

metabólicamente activo. La estabilidad metabólica de nuevas entidades químicas 
puede ser determinada mediante incubaciones in vitro con hepatocitos, fracción S9 

o microsomas. Posteriormente, la cuantificación de la entidad química restante, 

generalmente implica el uso de técnicas cromatográficas como la cromatografía de 

líquidos de alta eficiencia (CLAE), la cual generalmente se acopla a un detector que 

presente una adecuada sensibilidad, como un espectrómetro de masas.23 

La fracción S9 es el producto de un homogenado tisular de un órgano 

(usualmente hígado). En el Glosario IUPAC de Términos Usados en Toxicología de 

la Biblioteca Nacional de Medicina de Estados Unidos, esta fracción se define como 

la “fracción sobrenadante obtenida del homogenado de un órgano por 

centrifugación a 9000 g durante veinte minutos en un medio adecuado; y que 

contiene el citosol y los microsomas.”24 Los componentes microsomales de la 

fracción S9 contienen isoformas del citocromo P450 (fase I del metabolismo). La 

porción citosólica contiene la mayor parte de actividades de transferasas (fase II del 

metabolismo).25 La fracción S9 es más fácil de preparar que los microsomas 

purificados26, además de ser relativamente más sencilla de utilizar debido a los 

requerimientos de la misma. En el caso de los microsomas, los hepatocitos y la 
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fracción S9, estos deben ser fortificados con nicotinamida adenina dinucleótido 

fosfato (NADPH) y un sistema de regeneración del mismo. El NADPH es un cofactor 

requerido para que los citocromos funcionen dentro de los microsomas, ya que 

suministra los electrones necesarios a través de la NADPH-citocromo reductasa, la 

cual se localiza en el retículo endoplásmico. Para el uso de microsomas y 

hepatocitos es necesario adicionar a la mezcla de reacción la enzima glucosa-6-

fosfato deshidrogenasa, así como su sustrato y cofactores, para regenerar 

constantemente el NADPH consumido por los citocromos.23 

2.7 Metabolismo de quinolinas y piperazinas 

A pesar de que la QPZ fue una herramienta farmacológica ampliamente 

utilizada en los años setentas, no se cuenta con información exacta sobre el 

metabolismo de la misma. Sin embargo, se han realizado diferentes estudios 

metabólicos que muestran la biotransformación de xenobióticos de naturaleza 

quinolínica; en donde las principales biotransformaciones detectadas son 

oxidaciones sobre las posiciones 3, 4, 5, 6, 7 y 8.27 Con respecto a la porción de 

piperazina, se ha demostrado que la principal modificación en la molécula es la 

apertura de este anillo por reacciones de desalquilación.28, 29 

2.8 Perfil neurofarmacológico 

La evaluación del comportamiento conductual en animales de 

experimentación es de gran relevancia durante el desarrollo de nuevos fármacos, o 

la evaluación de compuestos potencialmente tóxicos. En este sentido, el estudio 

comienza con la monitorización inicial de la salud, las funciones sensoriales y las 

habilidades motoras de los animales antes de que se realicen las pruebas 

conductuales específicas.30 

En general, un perfil neurofarmacológico está dividido en la evaluación de los 

cambios conductuales, neurológicos y autonómicos después de la administración 

de dosis crecientes de un fármaco. El perfil conductual incluye la evaluación de la 

conciencia, el humor, y la actividad motora; el perfil neurológico mide la, 

excitabilidad del SNC, la postura, la coordinación motora, el tono muscular y los 

reflejos; por otra parte, el perfil autonómico evalúa aspectos como el tamaño de la 



 

21 

pupila, la salivación, la piloerección, la hipotermia, la coloración de la piel, entre 

otros.31 

2.9 Estudios de Relación Farmacocinética/Farmacodinamia 

Las asas de histéresis son fenómenos que  se observan entre la 

administración de una sustancia y los efectos clínicos que ésta genera. Estos 

fenómenos se pueden demostrar mediante el estudio de la relación entre la 

farmacocinética y la farmacodinamia, presentándose desde los estudios preclínicos 

hasta la clínica. Cabe mencionar que cuando se presentan las asas de histéresis, 

se obtiene una visión general de la complejidad de la acción y distribución del 

fármaco. Estas situaciones sugieren que la relación entre la concentración del 

fármaco y el efecto medido no es una simple relación directa. Las asas de histéresis 

en contra del movimiento de las manecillas del reloj han sido generalmente definidas 

como el proceso en el que el efecto puede incrementar con el tiempo en una 

determinada concentración. Por otra parte, en las asas de histéresis en sentido de 

las manecillas del reloj, el efecto disminuye con el tiempo en una determinada 

concentración. Las asas de histéresis pueden ocurrir como consecuencia de una 

importante variedad de mecanismos farmacocinéticos y farmacodinámicos como la 

tolerancia, el retraso en la distribución, la retroalimentación, los cambios en las 

velocidades de absorción y/o eliminación, la actividad agonista o antagonista de 

metabolitos, la internalización del sitio activo, la cinética de receptor lenta, la 

actividad retardada o modificada, la unión a proteínas dependiente del tiempo y el 

uso de fármacos racémicos, por mencionar los factores más importantes.32 
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3. Planteamiento del problema 

La diabetes es una enfermedad que afecta a una gran proporción de la 

población en México y en el mundo, y es responsable de un importante de número 

de muertes al año en la población que la padece.4,1 Con base en esto y a pesar de 

los esfuerzos por encontrar nuevos fármacos para tratar esta enfermedad, existe un 

número limitado de tratamientos farmacológicos que regulan adecuadamente los 

niveles de glucosa en sangre, principalmente en personas con diabetes tipo II.2 

En los últimos años, se han realizado avances para entender el papel de la 

serotonina en los procesos de homeostasis de la glucosa, principalmente 

relacionada con la liberación de insulina.9 Así, se ha evaluado la actividad 

hipoglucemiante de diversos agonistas serotoninérgicos con la finalidad de poder 

encontrar una molécula que presente la eficacia adecuada para disminuir los niveles 

de glucosa a los valores de referencia. De los experimentos mencionados, el 

compuesto TR3370, un derivado de la QPZ, mostró adecuada actividad 

farmacológica.19 

A pesar de que la QPZ ha es un buen agonista serotoninérgico14, e inclusive 

presenta una actividad hipoglucemiante importante19, su posible uso clínico se ha 

visto truncado debido a sus efectos secundarios a nivel del sistema nervioso 

central,17 lo que ha generado una búsqueda continua nuevos derivados de la misma 

con mejor actividad serotoninérgica, pero sin presentar los efectos. 

Dicho lo anterior, en el presente trabajo se planteó con la finalidad de 

determinar si los procesos farmacocinéticos y farmacodinámicos de la QPZ y su 

derivado son similares, tomando en cuenta las diferencias estructurales que 

presentan. Los datos obtenidos proveerán información relevante respecto a los 

proceso farmacocinéticos y su toxicología, la cual es muy importante para la 

optimización y desarrollo de nuevos fármacos3. 
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4. Hipótesis 

Las variaciones entre las propiedades farmacocinéticas y farmacodinámicas 

de QPZ y su derivado hidroxialquilado, TR3370, se deberán a las diferencias 

estructurales entre estas moléculas. Esta modificación en la estrucura de TR3370 

le confiere ventajas en los procesos ADME, así como en sus acciones 

farmacológicas sobre el compuesto de origen. 
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5. Objetivos 

5.1 Objetivo general 

Evaluar las propiedades farmacocinéticas y farmacodinámicas de la QPZ y 
su derivado TR3370 mediante ensayos de permeabilidad y de biotransformación in 

vitro y determinar del perfil farmacocinético in vivo en ratas, además de monitorizar 

los niveles de glicemia y realizar del perfil neurofarmacológico en ratones.  

5.2 Objetivos particulares 

 Desarrollar y validar un método por CLAE/UV para la cuantificación de QPZ y 

TR3370 en los estudios de permeabilidad, biotransformación y farmacocinética. 

 Realizar estudios cualitativos y cuantitativos de la biotransformación de QPZ y 

TR3370 in vitro empleando la fracción hepática S9 de hígado de rata. 

 Determinar la constante aparente de permeabilidad de QPZ y TR3370 en 

duodeno de rata empleando un modelo de difusión en una cámara de órgano 

aislado. 

 Determinar el perfil farmacocinético de QPZ y TR3370 empleando las vías de 

administración intravascular (i.v.) y oral (p.o.) en ratas. 

 Correlacionar los resultados obtenidos de los niveles plasmáticos de QPZ y 

TR3370 con los niveles de glicemia en un estudio de relación 

farmacocinética/farmacodinamia. 

 Determinar la actividad de QPZ y TR3370 sobre el SNC mediante la realización 

de un perfil neurofarmacológico en ratones. 
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6. Parte Experimental 

Los compuestos QPZ y TR3370 fueron proporcionados por el Dr. Adelfo 

Reyes de la FES Zaragoza, UNAM. El resto de reactivos empleados fueron de la 

marca Merck (EUA) o JT Baker (EUA) con un grado de pureza RA (reactivo 

analítico). Los disolventes (metanol y acetonitrilo) empleados para los análisis 

cromatográficos fueron de la marca JT Baker (EUA) y grado HPLC. El agua, para 

los análisis cromatográficos fue obtenida de un filtro Milli-Q.   

El equipo cromatográfico empleado fue de la marca Waters (EUA) y consistió 

en una bomba cuaternaria modelo 600 acoplada con un desgasificador en línea, un 

inyector modelo 717 y un detector de arreglo de diodos (DAD) en el UV modelo 

2996.  

La fracción S9 de hígado de rata fue adquirida del Instituto de Investigaciones 

Biomédicas de la UNAM. Los cofactores (NADP+ y glucosa-6-fosfato)  fueron 

adquiridos de Cayman Chemical ® (EUA), mientras que el cloruro de magnesio fue 

de la marca Merck (EUA). 

Las ratas empleadas para los estudios de farmacocinética presentaban un 

peso corporal entre 250 y 300 g. Los ratones para los estudios perfil 

neurofarmacológicos tenían un peso corporal entre 25 y 30 g. Todos los animales 

se mantuvieron con libre acceso de agua y alimento. Cada grupo de estudio 

consistió en al menos seis animales y después de cada experimento fueron 

sacrificados por una sobredosis de pentobarbital (ratas), o por dislocación cervical 

(ratones). El número de animales utilizados por experimento fue el mínimo 

necesario para tener un análisis estadístico confiable, tomando en cuenta que estos 

experimentos son considerados como estudios piloto,33 puesto que no existe 

información previa de los compuestos estudiados.Todos lo experimentos siguieron 

los estándares éticos de normas nacionales para la investigación experimental del 

dolor en animales (NOM-062-ZOO-1999)34 y fueron autorizados por el el Comité 

Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la  

Facultad de Química (CICUAL/243/17) y (CICUAL/220-2/17).  
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6.1 Desarrollo y Validación del Método Analítico 
El desarrollo del método analítico para la cuantificación de QPZ y TR3370 

inició con la evaluación de diversas condiciones analíticas por cromatografía de 

líquidos con la finalidad de determinar aquellas que permitieran una adecuada 

separación de los analitos en las muestras, sin interferencias de la matriz utilizada 

en los ensayos. Los cambios más importantes fueron en: la fase estacionaria, la 

fase móvil (composición, pH y fuerza iónica), el flujo, el modo de elución (gradiente 

o isocrático) y la temperatura. Una vez determinadas las condiciones adecuadas de 

trabajo se procedió a la validación del método. 

Por otra parte, una metodología fue desarrollada para el procesamiento de 

las muestras obtenidas a lo largo de los experimentos buscando que fuera sencilla, 

rápida, y que permitiese un recobro adecuado de los analitos a cuantificar, para lo 

cual se evaluaron diversas condiciones. 

Los blancos empleados para el proceso de validación correspondieron a 

plasma de rata para los estudios farmacocinéticos, fracción S9 de hígado de rata 
para los ensayos de biotransformación y KHS para la evaluación in vitro de la 

permeabilidad intestinal. 

 

6.1.1 Adecuabilidad 

Para determinar el adecuado funcionamiento del sistema cromatográfico en 

las determinaciones analíticas se evaluó la forma y la simetría de los picos 

cromatográficos, la consistencia en la respuesta obtenida y la ausencia de acarreo 

después de cada inyección. Así, se inyectaron por sextuplicado una solución de los 

compuestos a evaluar a una concentración de 500 μg/mL en solución. El coeficiente 

de variación (%CV) se evaluó en las respuestas obtenidas para cada analito. 

 

6.1.2 Intervalo lineal 
Muestras de blanco adicionadas con QPZ o TR3370 a las concentraciones 

de 20, 10, 5, 2, 1 y 0.5 μg/mL se inyectaron por triplicado para los métodos de 

cuantificación en fracción hepática y plasma; las concentraciones empleadas para 

el método de permeabilidad fueron 0.6, 0.2, 0.066, 0.022 y 0.007 mM equivalentes 

a concentraciones de 127.8, 42.6, 14.06, 4.68 y 1.49 μg/mL de QPZ y a 
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concentraciones de 154.2, 51.4, 19.96, 5.65 y 1.80 μg/mL de TR3370 

respectivamente. Las soluciones fueron preparadas siguiendo las diluciones 

mostradas en la Tabla 2 y en la Tabla 3.  
Tabla 2. Preparación de las soluciones de QPZ y TR3370 para la curva de calibración de 

los ensayos de permeabilidad 
Concentración 

inicial (mM) 
Volumen de 
alícuota (mL) 

Volumen de 
KHS (mL) 

Volumen 
final (mL) 

Concentración 
final (mM) 

0.6* 0.666 1.334 2 0.2 
0.2 0.22 1.780 2 0.022 

0.022 0.318 0.682 1 0.007 
0.6* 0.11 890 1 0.066 

* Se prepararon las soluciones Stock (0.6 mM) de QPZ y de TR3370 pesando 0.987 y 0.881 
mg respectivamente, se disolvieron en KHS y se llevaron a un volumen final de 5mL. 
 
Tabla 3. Preparación de las soluciones de QPZ y TR3370 para la curva de calibración de 

los ensayos de bitransoformación y farmacocinética 
Concentración 
inicial (mg/mL) 

Volumen de 
alícuota (μL) 

Volumen de 
plasma ó S9 (mL) 

Volumen 
final (mL) 

Concentración 
final (μg/mL) 

2.5* 8 0.992 1 20 
2.5* 4 0.996 1 10 
2.5* 2 0.998 1 5 

0.025* 80 0.920 1 2 
0.025* 40 0.960 1 1 
0.010 50 0.950 1 0.5 

* Se prepararon las soluciones de QPZ y de TR3370 empleadas para los ensayos de 
biotransformación (2.5 mg/mL), posteriormente, esta solución fue diluida  posteriormente 
10 veces, hasta una concentración final de 0.025 mg/mL. 

 
Posteriormente, se graficó la respuesta analítica (y) contra el nivel de 

concentración adicionado (x). Se confirmó visualmente la existencia de linealidad 

en el intervalo. El gráfico de residuales se elaboró y se confirmó la aleatoriedad de 

los mismos alrededor de la recta.  

 

6.1.3 Intervalo de trabajo 
Para determinar el intervalo de trabajo se emplearon los resultados obtenidos 

en la determinación del intervalo lineal (sección 6.1.2) y se consideraron únicamente 

lo niveles que cumplieran con los criterios de repetibilidad y recuperación.  

Para obtener la curva de calibración más adecuada se realizó la prueba de 

homoscedasticidad. Se calculó la varianza del nivel de concentración menor (𝑆1
2) y 

la varianza del nivel de concentración mayor (𝑆2
2) de cada curva. Posteriormente se 

determinó el valor de F por medio de la siguiente expresión: 
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𝐹𝑒𝑥𝑝 =
𝑆2

2

𝑆1
2 

La F experimental (𝐹𝑒𝑥𝑝) obtenida de comparó con la F de tablas con un nivel 

de significancia del 99%. 

En caso de determinarse que los datos obtenidos eran de naturaleza 

heteroscedástica, se calculó el factor de peso (Wi) para cada uno de los modelos 

de calibración de regresión propuestos por Almeida y colaboradores, los cuales 

fueron: x0, 1/y1/2, 1/y, 1/y2, 1/x1/2, 1/x, 1/x2. Después, se calculó el valor de los 

residuales por medio de la siguiente expresión: 

 

𝑅𝑒𝑠𝑖𝑑𝑢𝑎𝑙 = (𝑦𝑜𝑏𝑠𝑒𝑟𝑣𝑎𝑑𝑎 − 𝑦𝑝𝑟𝑒𝑑𝑖𝑐ℎ𝑎) 

 

La gráfica de residuales se construyó en función de la concentración para 

determinar si la distribución de los valores obtenidos se encontraba por arriba o por 

debajo de la media. 

Para seleccionar la mejor curva, se calculó la sumatoria del porciento de error 

relativo (%RE) de los modelos de calibración propuestos por Almeida y 

colaboradores, utilizando la siguiente expresión:35 

 

%𝑅𝐸 =  
𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑜𝑏𝑡𝑒𝑛𝑖𝑑𝑎 −  𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑛𝑜𝑚𝑖𝑛𝑎𝑙

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑛𝑜𝑚𝑖𝑛𝑎𝑙
 𝑥 100 

 

Una vez que se seleccionó la mejor curva, al igual que para la determinación 

del intervalo lineal, la respuesta analítica (y) se graficó contra la concentración 

adicionada (x), posteriormente se calculó el valor de la pendiente (m) y el coeficiente 

de correlación (R). 

 
6.1.4 Límites de detección (LD) y cuantificación (LC) 
Empleando los resultados de la determinación del intervalo de trabajo, se 

calculó el valor de la pendiente (m) y la desviación estándar de la ordenada al origen 

(sb0) de la respuesta analítica (y), contra el nivel de concentración estimado. Los 

límites se determinaron con las siguientes ecuaciones:  
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𝐿𝐷 =  
3.3 ∗  𝑠𝑏0

𝑚
                                              𝐿𝐶 =  

10 ∗ 𝑠𝑏0

𝑚
 

 

6.1.5 Recuperación y sesgo 
Las muestras de blanco (plasma sanguíneo de rata, fracción S9 de hígado 

de rata y KHS) adicionadas con concentraciones conocidas de QPZ o TR3370 se 

analizaron bajo las condiciones predeterminadas y la concentración recuperada 

para cada nivel de concentración adicionada fue calculada. Para determinar el 

sesgo se efectuó la resta aritmética de la concentración añadida menos la 

concentración recuperada. 

 
6.1.6 Repetibilidad 
La concentración de cada analito por sextuplicado en un mismo día a tres 

niveles de concentración (niveles inferior, medio y superior estimados en el intervalo 

de trabajo) fue determinada y el porcentaje de recuperación de los seis resultados 

se calculó para cada nivel. La media (�̃�), desviación estándar (Sr) y el coeficiente de 

variación (CVr) de los porcentajes de recuperación obtenidos se determinaron para 

cada nivel adicionado. 

 
6.1.7 Reproducibilidad (Precisión intermedia) 
La concentración de analito fue determinada por duplicado en tres diferentes 

días a un nivel de concentración (nivel medio estimado en el intervalo de trabajo),  

y se calculó el porcentaje de recuperación de los seis resultados. Se calcularon la 

media (�̃�), desviación estándar (Sr) y el coeficiente de variación (CVR) para los 

porcentajes de recuperación obtenidos. 

 

6.1.8 Sensibilidad 
Los datos empleados para la estimación del intervalo de trabajo fueron 

utilizadas para, graficar la respuesta analítica (y) en función de la concentración 

adicionada (x) para el cálculo de la pendiente de la recta, y se estableció la relación 

entre el cambio de la respuesta analítica por unidad de concentración. 
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6.1.9 Selectividad 
Muestras de blanco sometidas a las mismas condiciones que las de los 

analitos fueron evaluadas con las mismas condiciones cormatográficas. 

Posteriormente se analizaron los cromatogramas obtenidos en busca de la 

presencia de interferencias debidas a la matriz en el tiempo de retención de la QPZ 

y de TR3370. 

 
6.1.10 Robustez 
Tres variables fueron seleccionadas e identificadas como relevantes en el 

proceso de análisis de las muestras (pH de la fase móvil, temperatura de la columna 

y concentración del amortiguador en la fase móvil), mismas que de manera 

deliberada se modificaron ligeramente para este ensayo. Con base en los resultados 

obtenidos en el análisis de las muestras por duplicado con combinaciones en las 

variaciones de los factores elegidos, se determinó la capacidad del método de 

permanecer inalterado por las mismas. 

 

6.2 Estudios de permeabilidad in vitro 
La porción inicial de intestino delgado (2 cm) con un corte longitudinal 

proveniente de una rata Wistar con un peso entre 250 y 300 g a la que se le aplicó 

eutanasia con una sobredosis de pentobarbital se colocó en una cámara de órgano 

aislado. El compartimiento hacia donde se encontraba la cara correspondiente a la 

luz intestinal fue considerado el compartimento donador, mientras que el 

compartimento hacia donde se encontraba la parte basolateral del intestino 

correspondió al compartimento receptor. Se llenó la cámara por ambos 

compartimentos con un volumen fijo de 5 mL de solución fisiológica Krebs-Henseleit 

en cada uno. La preparación de la solución (para un litro) consistió en 6.903 g de 

cloruro de sodio (NaCl), 0.351 g de cloruro de potasio (KCl), 0.368 g de cloruro de 

calcio dihidratado (CaCl2•2H2O), 0.295 g de sulfato de magnesio heptahidratado 

(MgSO4•7H2O), 0.165 g de fosfato monobásico de sodio monohidratado 

(NaH2PO4•H2O), 2.1 g de bicarbonato de sodio (NaHCO3), 1.998 g de glucosa y 

0.017 g de EDTA. La cámara se mantuvo durante todo el experimento a una 

temperatura de 37°C con ayuda de agua recirculante y en ambos compartimentos 
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de la cámara se colocaron mangueras para el burbujeo constante de aire y la 

agitación del medio en el interior del compartimento. Previo al inicio de experimento 

se mantuvieron estas condiciones durante 30 minutos para el acondicionamiento 

del segmento intestinal. En las Figuras 4 y 5 se presentan un esquema de la cámara 

antes y después de ser ensamblada, respectivamente.  

 

Figura 4. Partes de la cámara para el estudio de permeabilidad. 

Figura 5. Cámara para estudio de permeabilidad ensamblada. 
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Soluciones de QPZ y de TR3370 fueron preparadas a una concentración de 

1.8 mg/mL, la cual fue definida en estudios de permeabilidad realizados 

anteriormente en el grupo de trabajo.36 Un mililitro de KHS fue exrtaído del 

compartimento donador y se sustituyó por un mililitro de la solución de QPZ o de 

TR3370, obteniendo una concentración inicaial de QPZ o TR3370 de 360 µg/mL, 

esto se consideró como el inicio del experimento (tiempo cero). Muestras de 200 µL 

fueron colectadas tanto del compartimento donador como del compartimento 

receptor en los intervalos de tiempo de 0, 10, 20, 30, 45, 60, 90, 120 y 150 min. 

Durante todo el experimento el volumen de muestreo fue ajustado con KHS. Las 

muestras recolectadas fueron inmediatamente filtradas con filtros de nylon de 0.45 

µm, colocadas en tubos Eppendorf y congeladas hasta su análisis posterior. Seis 

repeticiones fueron realizadas para cada ensayo. 

El cálculo de la constante aparente de permeabilidad se llevó a cabo 

empleando la siguiente ecuación: 

𝐾𝑝 =  
 𝑉

 60 𝐴 𝐶0
 
∆𝑄

∆𝑡
 

 

En donde Kp es la Constante aparente de permeabilidad (cm/s); V el volumen 

de líquido en el compartimiento donador (cm3); A la superficie de membrana (cm2); 

C0 la concentración inicial en el compartimento donador (μM) y ∆𝑄

∆𝑡
 el cambio de la 

concentración de compuesto en el compartimiento receptor en función del tiempo 

(μM/min).21 

 

6.3 Ensayo de biotransformación de QPZ y TR3370 

Para los ensayos de biotransforació de la QPZ y el TR3370, se empleó un 

medio de reacción compuesto por una solución al 1.15% de KCl en una solución 

amortiguadora de Tris-HCl, ajustada a un pH de 7.4. Para la preparación de esta 

solución se emplearon las siguientes cantidades: 3.028 g de Tris-HCl y 0.575 g de 

KCl en 500 mL de agua destilada; el pH final de las soluciones se ajustó con HCl o 

NaOH de acuerdo a las necesidades. 
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Las soluciones de cofactores requeridos fueron preparadas en el 

amortiguador antes mencionado el mismo día de la realización del ensayo y 

manteniéndolas a una temperatura aproximada de 4°C. Los cofactores empleados 

fueron: cloruro de magnesio (MgCl2) 5 mM (7.11 mg en 1.4 mL de amortiguador), 

glucosa-6-fosfato 5 mM (10.64 mg en 1.4 mL de amortiguador), y NADP+ 0.5 mM 

(2.66 mg en 1.4 mL de amortiguador). 

La preparación de la mezcla de reacción consistió en volúmenes de 200 μL 

de cada una de las siguientes soluciones: MgCl2, glucosa-6-fosfato, NADP+ y 

fracción S9 (20 mg de proteína por mililitro). La determinación de la concentración 

de proteínas en la fracción S9 se realizó mediante la técnica de Biuret.37 

Posteriormente se adicionaron 200 μL de amortiguador, obteniendo un volumen 

final de 1 mL. Las mezclas anteriores se colocaron en un agitador automático de la 

marca IKA, modelo MS 3 digital, y con baños de agua, se mantuvo una temperatura 

de 37°C durante todo el experimento a una velocidad de agitación de 100 rpm. El 

tiempo de reacción fue medido a partir de la adición del compuesto a evaluar (4 μL 

de una solución de 2.5 mg/mL) para una concentración final del compuesto de 10 

μg/mL.22 

Previo a la evaluación de la biotransformación de QPZ y TR3370, fue 

necesario realizar un ensayo que permitiese determinar la viabilidad de las 

fracciones hepáticas. Para ello se usó como marcador de metabolismo bencilamina, 

sometiéndola a las mismas condiciones previamente descritas. 

Dos tipos de ensayo de biotransformación se realizaron para QPZ y TR3370. 

El primero de ellos fue a punto final, en el que las reacciones se detuvieron con 1 

mL de acetonitrilo frío a las 2 horas de iniciado el experimento. El segundo 

experimento consistió en la monitorización de la reacción a los tiempos de 1, 2, 3 y 

4 h, con la finalidad de establecer la cinética de disminución de QPZ y TR3370. Para 

cada ensayo se realizaron seis repeticiones. Después de detener las reacciones se 

procedió al tratamiento de las muestras y su posterior análisis. 

Para precipitar las proteínas presentes en el medio, se adicionó 1 mL de 

acetonitrilo frío en tubos Eppendorf y después se incorporó la muestra a analizar (1 

mL). Posteriormente las  muestras se centrifugaron a 10 000 rpm durante 10 
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minutos, y se separó el sobrenadante (aproximadamente 2 mL) en un tubo nuevo. 

Posteriormente, los sobrenadantes se llevaron a sequedad en una estufa a 40° C 

con vacío. Las muestras se reconstituyeron con 1 mL de fase móvil para su posterior 

análisis. 

6.3.1 Análisis de muestras de ensayos metabólicos por EM 

Las muestras fueron evaluadas por espectrometría de masas (EM) de alta 

resolución empleando la técnica de ionización química a presión atmosférica (APCI) 

en un espectrómetro de masas de la marca Perkin Elmer modelo AxION 2. 

Previamente, las muestras de los ensayos metabólicos fueron llevadas a sequedad 

por completo y reconstituidas en un mililitro de metanol grado HPLC. 2 μL de la 

solución anterior fueron introducidos al espectrómetro para su análisis. 

Los espectros de corriente iónica total (TIC, por sus siglas en inglés) fueron 

analizados y se seleccionaron los pesos moleculares que coincidieran con los de 
los posibles metabolitos de QPZ y de TR3370 propuestos con el software MetaPrint 

2D.34 Tomando en cuenta los pesos moleculares y las fórmulas condensadas de los 

metabolitos se realizó un análisis mediante el programa TOF MS Driver 6.2, el cual 

permite determinar a partir de los resultados experimentales obtenidos, la 

probabilidad de que la señal analizada corresponda con la fórmula molecular 

condensada de las estructuras de interés. A partir de los datos de los espectros de 

masas se propusieron las posibles rutas metabólicas de QPZ y TR3370. 

 

6.4 Estudios farmacocinéticos in vivo en ratas Wistar 

Los estudios farmacocinéticos se realizaron empleando ratas macho de la 

cepa Wistar, con un peso entre 300 y 350 g. Ocho horas previas a la realización del 

experimento, los animales fueron sometidos a condiciones de ayuno con acceso 

libre a agua. Posteriormente, a cada animal se le colocó una cánula en la arteria 

caudal de la cola, la cual consistió en una manguera de polietileno con un diámetro 

interno de 0.28 mm y un diámetro externo de 0.61 mm de la marca Clay Adams 

adaptada de uno de los extremos a una aguja de calibre 23G. Previamente, las ratas 

fueron anestesiadas con pentobarbital sódico a una dosis de 45 mg/kg. Una vez que 
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los animales se recuperaron de la anestesia, se les administró QPZ o TR3370 por 

vía intravascular u oral a una dosis de 30 mg/kg, (cuatro grupos experimentales con 

seis individuos por cada uno). Los animales se colocaron en cajas de acrílico que 

limitaron su movimiento para evitar que se retiraran la cánula o se lastimaran la zona 

de la canulación. 

Previo a la administración de los tratamientos se tomó una muestra de sangre 

por medio de la cánula, considerando a ésta como el blanco del experimento. 

Después de las diferentes administraciones se tomaron muestras de 200 μL de 

sangre en los intervalos de tiempo de 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 120, 180, 240, 300 

y 360 min y fueron trasvasadas a tubos Eppendorf de dos mililitros, los cuales 

contenían 20 μL de heparina sódica al 1% en solución salina isotónica. El volumen 

extraído en cada toma de muestra era repuesto con solución salina isotónica con 

heparina al 1% con la finalidad de no alterar los volúmenes fisiológicos en los 

animales. Una vez concluidos los tiempos de muestreo, los animales se sometieron 

a un proceso de eutanasia mediante una sobredosis de pentobarbital. 

Todas las muestras obtenidas fueron centrifugadas a 5,000 rpm durante diez 

minutos, posteriormente se tomaron 100 μL del sobrenadante (plasma) y se 

colocaron en un tubo Eppendrof que contenía 300 μL de acetonitrilo frío. Las 

suspensiones se centrifugaron los tubos a 10,000 rpm durante 10 minutos y el 

sobrenadante obtenido (400 μL) se colocó en un tubo Eppendorf, mismo que 

posteriormente se llevó a sequedad a 40°C y vacío. Finalmente, las muestras se 

reconstituyeron con 200 μL de fase móvil previo a su análisis mediante el método 

validado. 

Los resultados de concentraciones plasmáticas de QPZ o TR3370 fueron 

graficados en función del tiempo y se determinaron los valores de los parámetros 

farmacocinéticos empleando un modelo no compartimental. La determinación de la 

constante de eliminación (kel) se obtuvo empleando la pendiente terminal, 

correspondiente a la fase de eliminación de los perfiles farmacocinéticos y la 

constante de absorción (ka) se calculó empleando el método de los residuales. 

Adicionalmente, se realizó el análisis estadístico para determinar la diferencia 

significativa entre estos parámetros para ambos tratamientos.  
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6.5 Monitorización de los niveles de glucosa 

De manera simultánea a la toma de muestras sanguíneas se realizó la 

medición de los niveles de glucosa en sangre. Para ello se empleó un glucómetro 
comercial de la marca One Touch Ultra y tiras reactivas compatibles con el mismo. 

Con los valores obtenidos se construyeron gráficas del curso temporal del 

porcentaje de variación de la concentración de glucosa, definido como: 

 

% 𝑉𝑎𝑟𝑖𝑎𝑐𝑖ó𝑛 =  
[𝐺𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑎 𝑒𝑛 𝑡𝑖𝑒𝑚𝑝𝑜 (𝑡)] − [𝐺𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑎 𝑏𝑎𝑠𝑎𝑙 (𝑡 = 0)]

[𝐺𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑎 𝑏𝑎𝑠𝑎𝑙 (𝑡 = 0)]
 𝑥 100 

 

Se adicionó un grupo control con la finalidad de determinar la duración del 

efecto farmacológico en los animales de estudio, este último consistió en ratas a las 

cuales se les realizó una incisión en la cola a manera de simular el proceso de 

canulación en las mismas y se les colocaron en cajas de contención para simular 

en las condiciones de las ratas en los estudios farmacocinéticos. Muestras 

sanguíneas fueron colectadas en los mismos tiempos de muestreo que en los 

estudios farmacocinéticos y se determinó la concentración de glucosa en las 

mismas. 

 

6.6 Determinación del perfil neurofarmacológico 

Para determinar la actividad de la QPZ y el TR3370 sobre el sistema nervioso 

central se realizaron un conjunto de pruebas a la conducta de los animales de 

experimentación. Para los experimentos se emplearon ratones machos de la cepa 

ICR con un peso entre 25 y 30 g y los grupos de experimentación fueron 

conformados por seis animales para cada dosis y por cada tratamiento de la 

siguiente forma: grupo 1, solución Salina (SS); grupo 2, QPZ (1, 3 y 10 mg/kg); y 

grupo 3, TR3370 (1, 3 y 10 mg/kg). Todos los tratamientos se administraron 

intraperitonealmente y al término de las evaluaciones neurofarmacológicas se tomó 
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una gota de sangre a cada animal por punción de la parte terminal de la cola con la 

finalidad de determinar sus niveles de glicemia. 

6.6.1 Evaluación de la coordinación motora 

Durante tres días previos a la realización de los experimentos, los ratones 

fueron sometidos a un entrenamiento en el equipo Rotarod (7650, Ugo Basile, VA, 

IT), en el cual se colocaban los animales en el rodillo giratorio a 16 rpm por 2 min. 

Al término de este tiempo, los animales fueron retirados (fase de entrenamiento). 

En una segunda etapa (fase de prueba) los animales fueron tratados y se evaluó el 

tiempo que permanecían los animales sobre el vástago del equipo en 

funcionamiento a los tiempos de 10, 20 y 30 min después de la administración de 

cada tratamiento.39 

6.6.2 Evaluación de la actividad exploratoria 

La prueba del cilindro de exploración consistió en colocar a los ratones 

individualmente dentro de un cilindro transparente de vidrio de 30 cm de alto y 11 

cm de diámetro interno, después de 30 min de la administración de los tratamientos. 

Una vez que el ratón se encontraba en el interior del cilindro, se contabilizaron las 

veces que éste se levantaba verticalmente sobre sus patas traseras o sobre las 

paredes del recipiente durante un periodo de 5 minutos.39 

6.6.3 Evaluación de la actividad motora 

La prueba del actímetro se realizó en un aparato compuesto por una caja de 

aluminio y propileno de 40x40x40 cm, la cual cuenta con 32 rayos infrarrojos, 16 en 

cada brazo (LE8825, Harvard Apparatus, MA, USA). Este equipo establece el tipo 

de movimiento que tienen los ratones en movimientos rápidos normales (f-mov), 

movimientos lentos normales (s-mov), movimientos rápidos estereotipados (f-ste) y 

movimientos lentos estereotipados (s-ste). Después de 35 min de la administración 

el tratamiento farmacológico, cada animal fue colocado en el centro del tablero y se 

registraron automáticamente los movimientos durante 5 minutos.39 
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6.6.4 Prueba del tablero de hoyos 

La prueba del tablero de hoyos se realizó en una superficie cuadrada (40x40 

cm) con una altura de 25 cm, la cual cuenta 16 hoyos de 3 cm de diámetro 

distribuidos homogéneamente en el tablero (6650, Ugo Basile, VA, IT). En esta 

prueba, los animales fueron colocados individualmente sobre el tablero 40 minutos 

después de la administración del fármaco, y se contabilizó el número de veces que 

los animales introducían la cabeza por el agujero.39 
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7. Resultados 

7.1 Procesamiento de las muestras 

Un método para el procesamiento adecuado de las muestras de las 

evaluaciones biológicas fue desarrollado, buscando que éste fuera lo más práctico 

posible. Los recobros obtenidos de los mismos fueron de 90.3% para QPZ y 98.6 % 

para TR3370. 

De las diferentes condiciones probadas se seleccionaron aquellas que 

permitiesen un adecuado recobro de los analitos, además de que fuesen lo más 

rápidas y sencillas, tomando en cuenta que se requeriría el análisis de múltiples 

muestras por experimento a lo largo del proyecto. El procedimiento general para el 

procesamiento de muestras de plasma sanguíneo y de fracción hepática de hígado 

de rata se ejemplifica en la Figura 6. 

Figura 6. Método general para el procesamiento de muestras de ensayos metabólicos y de perfiles 
farmacocinéticos 

 

7.2 Condiciones cromatográficas de análisis 

Las condiciones cromatográficas que permitieron la detección adecuada de 

las moléculas de interés se mencionan a continuación. 

Para el análisis de QPZ las condiciones fueron las siguientes: la fase 

estacionaria utilizada fue una columna base de sílica derivatizada con octadecilo 

Verter 200 µL de 
muestra con analito 
de interés en tubo 

Eppendorf de  2 mL 

Adicionar 1 mL  
acetonitrilo frío

Agitar en Vórtex
Centrifugar a 10,000 

rpm durante 10 
minutos

Separar el 
sobrenadante  y 

desechar el 
precipitado

Llevar el 
sobrenadante a 

sequedad con estufa 
a 40°C en vacío

Reconstituir el 
contenido con 

200µL de fase móvil
Agitar en Vórtex

Centrifugar a 10,000 
rpm durante 10 

minutos

Filtrar el 
sobrenadante con 
filtro de nylon de 

0.45μm

Inyectar 10 μL del 
sobrenadante en el 

cromatógrafo de 
líquidos
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(C18) de la marca RESTEK Ultra Aqueous con tamaño de partícula de 5 μm y 

dimensiones de 150x4.6 mm; la fase móvil consistió en una mezcla 60:40 de 

acetonitrilo y de amortiguador de formiato de amonio (HCOONH4) 10 mM ajustado 

a un pH entre 4.3 y 4.5 con ácido fórmico. La velocidad de flujo fue de 1 mL/min en 

modo isocrático. El volumen de inyección fue de 10 μL y la detección se realizó a λ 

340 nm. 

Las condiciones óptimas determinadas para el análisis de TR3370 fueron 

iguales que para QPZ, con la diferencia que la fase móvil no contenía ácido fórmico 

para modificar la acidez de la misma, por lo que el pH se encontraba en un rango 

entre 6.0 y 6.5. 

7.3 Validación del método analítico 

La validación de los métodos cromatográficos se realizó para la cuantificación 

de QPZ y TR3370 en las muestras generadas en los experimentos. En el caso de 

QPZ, todos los parámetros evaluados cumplen con los criterios de aceptación 

establecidos. Por otra parte, en la validación de los métodos para TR3370 la 

mayoría de los parámetros evaluados cumple con los criterio de aceptación, no así 

los valores de recuperación de la concentración más baja de este compuesto. 

Los datos obtenidos para las curvas de calibración no pasaron la prueba de 

homosceasticidad. La evaluación de los diferentes factores de peso mostró que en 

todos los casos, el factor x0 presentó el menor porcentaje de error relativo. Los 

resultados de las evaluaciones de los factores de peso se muestran en los anexos 

I, II, III y IV 

Con respecto a la validación de QPZ, las Tablas 4 y 5 muestran los resultados 

de la validación del método para la cuantificación de la misma en muestras de los 

ensayos de permeabilidad y en las muestras de ensayos de biotransformación y 

farmacocinéticos, respectivamente. Por otra parte, la Figura 7 muestra algunos 

cromatogramas correspondientes a las diversas muestras analizadas, cabe 

mencionar que en ninguno de los análisis se observaron señales que interferieran 

con la cuantificación de la QPZ. 
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Los resultados detallados de la validación del método para los ensayos de 

permeabilidad de QPZ se encuentran en el Anexo I, en el Anexo II se encuentran 

los resultados detallados de la validación del método en muestras de plasma y de 

fracción hepática para la cuantificación de QPZ. 

Tabla 4. Resultados de la validación del método para la cuantificación de QPZ en muestras de 
ensayo de permeabilidad 

Prueba Criterio de Aceptación Resultado Cumple 
 

Adecuabilidad 
 

% CV ≤ 6 % 
% CV Tiempo: 2.01 %   

% CV Área: 5.4 % 
% CV Altura: 0.85 % 

√ 
√ 
√ 

Intervalo lineal a) Comportamiento lineal 
b) Comportamiento aleatorio en gráfico de residuales 

√ 
√ 

Intervalo de trabajo m ≥ 1.0 
R2 ≥ 0.98 

Y = 1.241x107  (X) – 63623 
0.9997 

√ 
√ 

Límite de cuantificación LC ≤ 0.02 mM 0.014 mM √ 
 
 

Recuperación 

 
 

70 – 120 % 

0.6 mM: 99.83 – 100.33 % 
0.2 mM: 100.0 – 100.5 % 

0.066 mM: 93.94 – 104.54 % 
0.022 mM: 97.27 – 97.72 % 

0.007 mM: 111.42 – 115.71 % 

√ 
√ 
√ 
√ 
√ 

 
Repetibilidad 

 
CVr ≤ 20 % 

0.6 mM: 0.2 % 
0.066 mM: 4.7 % 

0.007 mM: 1.57 % 

√ 
√ 
√ 

Reproducibilidad CVR ≤ 32 % 4.30 % √ 
Selectividad No se observan señales en el tiempo de retención de QPZ √ 

 

Tabla 5. Resultados de la validación del método para la cuantificación de QPZ en muestras de 
plasma sanguíneo y de fracción hepática de rata 

Prueba Criterio de Aceptación Resultado Cumple 
 

Adecuabilidad 
 

% CV ≤ 6 % 
% CV Tiempo: 2.01 %   

% CV Área: 5.4 % 
% CV Altura: 0.85 % 

√ 
√ 
√ 

Intervalo lineal a) Comportamiento lineal 
b) Comportamiento aleatorio en gráfico de residuales 

√ 
√ 

Intervalo de trabajo m ≥ 1.0 
R2 ≥ 0.98 

Y = 7028 (X) – 919.9 
0.9942 

√ 
√ 

Límite de cuantificación LC ≤ 2.0μg/mL 1.78 μg/mL √ 
 

 
Recuperación 

 
 

70 – 120 % 

20 μg/mL: 92.20 – 101.09 % 
10 μg/mL: 87.65 – 97.29 % 
5 μg/mL: 85.37 – 100.39 % 
2 μg/mL : 78.83 – 89.70 % 
1 μg/mL: 97.03 – 101.78 % 

0.5 μg/mL: 95.38 – 116.36 % 

√ 
√ 
√ 
√ 
√ 
√ 

 
Repetibilidad 

 
CVr ≤ 20 % 

20 μg/mL: 3.81 % 
10 μg/mL: 4.68 % 
1 μg/mL: 5.16 % 

√ 
√ 
√ 

Reproducibilidad CVR ≤ 32 % 5.15 % √ 
Selectividad No se observan señales en el tiempo de retención de QPZ √ 
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Figura 7. Cromatogramas de QPZ en las diversas muestras de análisis. En color negro el blanco y 
en verde QPZ. A) En ensayo de permeabilidad. B) En ensayos de biotransfromación (en 

naranja QPZ metabolizada). C) En plasma para estudios de farmacocinética 
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Las Tablas 6 y 7 resumen los resultados obtenidos en los parámetros 

evaluados en la validación de los métodos para TR3370, en los Anexos III y IV se 

encuentran los resultados detallados de los mismos.  

Tabla 6. Resultados de la validación del método para la cuantificación de TR3370 en muestras de 
ensayo de permeabilidad 

Prueba Criterio de Aceptación Resultado Cumple 
 

Adecuabilidad 
 

% CV ≤ 6 % 
% CV Tiempo: 2.4 %   

% CV Área: 2.9 % 
% CV Altura: 4.8 % 

√ 
√ 
√ 

Intervalo lineal a) Comportamiento lineal 
b) Comportamiento aleatorio en gráfico de residuales 

√ 
√ 

Intervalo de trabajo m ≥ 1.0 
R2 ≥ 0.98 

Y = 1.79x107  (X) – 122079 
0.9972 

√ 
√ 

Límite de cuantificación LC ≤ 0.2 mM 0.041 mM √ 
 
 

Recuperación 

 
 

70 – 120 % 

0.6 mM: 100.41 – 100.48 % 
0.2 mM: 88.15 – 89.40 % 

0.066 mM: 110.61 – 112.12 % 
0.022 mM: 109.09 – 104.54 % 
0.007 mM: 164.77 – 169.14 % 

√ 
√ 
√ 
√ 
X 

 
Repetibilidad 

 
CVr ≤ 20 % 

0.6 mM: 0.03 % 
0.066 mM: 0.64 % 
0.022 mM: 1.99 % 

√ 
√ 
√ 

Reproducibilidad CVR ≤ 32 % 3.96 % √ 
Selectividad No se observan señales en el tiempo de retención de TR3370 √ 

 

Tabla 7. Resultados de la validación del método para la cuantificación de TR3370 en muestras de 
plasma sanguíneo y de fracción hepática de rata 

Prueba Criterio de Aceptación Resultado Cumple 
 

Adecuabilidad 
 

% CV ≤ 6 % 
% CV Tiempo: 2.4 % 

% CV Área: 2.9 % 
% CV Altura: 4.8 % 

√ 
√ 
√ 

Intervalo lineal Comportamiento lineal 
Comportamiento aleatorio en gráfico de residuales 

√ 
√ 

Intervalo de trabajo m ≥ 1.0 
R2 ≥ 0.98 

Y = 14325 (X) +493 
0.9948 

√ 
√ 

Límite de cuantificación LC ≤ 2.0 μg/mL 1.69 μg/mL √ 
 
 

Recuperación 

 
 

70 – 120 % 

20 μg/mL: 93.35 – 101.6 % 
10 μg/mL: 92.10 – 101.9 % 

5 μg/mL: 88.2 – 93.2 % 
2 μg/mL : 103.5 – 112.0 % 
1 μg/mL: 110.0 – 114.0 % 

0.5 μg/mL: 105.3 – 122.0 % 

√ 
√ 
√ 
√ 
√ 
X 

 
Repetibilidad 

 
CVr ≤ 20 % 

20 μg/mL: 4.05 % 
10 μg/mL: 4.17 % 
1 μg/mL: 1.53 % 

√ 
√ 
√ 

Reproducibilidad CVR ≤ 32 % 6.69 % √ 
Selectividad No se observan señales en el tiempo de retención de TR3370 √ 
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La Figura 8 muestra cromatogramas de TR3370 en las muestras, notándose la 

ausencia de señales que interfieran con la respuesta del analito. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. A) Cromatogramas de TR3370 en ensayo de permeabilidad, en azul TR3370. B) 
Cromatogramas de TR3370 en ensayos de biotransfromación (en naranja TR3370 metabolizado, 

en azul sin metabolizar). C) En plasma para estudios de farmacocinética a pH 4.5 (En naranja 
muestra de QPZ en plasma, en azul TR3370 en plasma). Los cromatogramas en color negro 

corresponden a los blancos. 
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7.4 Ensayos de permeabilidad intestinal in vitro 

Los coeficientes de permeabilidad (Kp) de QPZ y de TR3370 fueron 

calculados, observándose que el valor de este parámetro para TR3370 es 

aproximadamente tres veces mayor que el determinado para QPZ. Lo anterior indica 

que TR3370 presenta una mayor permeabilidad intestinal que QPZ. 

A partir de los datos obtenidos en los ensayos de permeabilidad con el 

segmento intestinal de rata se construyeron las curvas de concentración acumulada 

de compuesto (QPZ o TR3370) en el compartimento receptor, las cuales se 

muestran en la Figura 9. De acuerdo a la metodología descrita en la sección 6.1.3 

se determinó si los datos obtenidos de estos experimento eran heteroscedásticos 

con la finalidad de determinar el mejor modelo de ajuste. Determinarse que los datos 

no son homosceásticos La evaluación de los diferentes factores de peso mostró que 

factor 1/x presentó un mejor ajuste de las rectas.  

 

Figura 9. Gráficas de concentración acumulada de QPZ y TR3370 en el ensayo de permeabilidad, 
se muestran promedios (n=6) con su correspondiente Error Estándar de la Media (EEM). En la 

parte superior se presentan la ecuaciones ajustadas con el factor de peso 1/x. 

 

Cálculo de Kp para QPZ se muestra media ± EEM (n=6): 

𝐾𝑝 =  
 5 𝑐𝑚3

 60 (0.07854 𝑐𝑚2) (1214.5 𝜇𝑀)
∗ 0.9432 

𝜇𝑀
𝑚𝑖𝑛⁄ = 𝟖. 𝟏𝟒 𝒙𝟏𝟎−𝟒 ± 1.52 𝑥10−4  𝑐𝑚/𝑠  

 

Cálculo de Kp para TR3370 se muestra media ± EEM (n=6): 

𝐾𝑝 =  
 5 𝑐𝑚3

 60 (0.07854 𝑐𝑚2) (1361.5 𝜇𝑀)
∗ 3.1431 

𝜇𝑀
𝑚𝑖𝑛⁄ = 𝟐𝟒. 𝟖 𝒙𝟏𝟎−𝟒  ± 7.49 𝑥10−4 𝑐𝑚/𝑠 
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7.5 Ensayo de biotransformación de QPZ y TR3370 en fracción S9 de 
hígado de rata 

Previo a la realización de los ensayos de biotransformación, la viabilidad de 

la fracción hepática se determinó mediante la biotransformación de bencilamina 

(una molécula de referencia). La biotransformación se lleva a cabo por la enzima 

monoaminoxidasa (MAO), la cual transforma a esta molécula a benzaldehído. 

Empleando cromatografía de líquidos de alta resolución se determinó el grado de 

consumo de bencilamina. Los resultados obtenidos de la disminución de este 

xenobiótico indicaron, en primera instancia, que los preparados presentaban 

condiciones adecuadas de actividad metabólica, mientras que por otra parte, se 

determinó la disminución de aproximadamente un 25% de la bencilamina inicial. La 

determinación del consumo de esta molécula se realizó comparando el área de 

respuesta de los ensayos metabólicos de bencilamina con la respuesta generada 

por muestras de bencilamina sin metabolizar, como se muestra en la Tabla 8. 

Tabla 8. Área bajo la curva de respuesta de beniclamina en ensayos de viabilidad de 
Fracción S9. 

Bencilamina sin 
metabollizar 

Bencilamina metabolizada % Remanente de 
bencilamina 

485723 309922 63.8 
539002 458744 85.1 
524199 371677 70.9 
418868 318435 76.0 
527818 395078 74.8 
567076 415683 73.3 

 

Los resultados obtenidos de los ensayos con bencilamina indican que la 

fracción S9 se encontraba viable y activa, por lo que se podía proseguir con los 

estudios de biotransformación para QPZ y TR3370. 

7.5.1 Ensayos cuantitativos de biotransformación 

Los primeros ensayos de biotransformación que se realizaron mostraron que 

a partir de las primeras 2 h de experimentación existe una diferencia significativa 

entre la cantidad inicial de QPZ o TR3370 y la cantidad remanente de los mismos. 

Los ensayos cinéticos, por otra parte, mostraron que después de 4 h se consume 

aproximadamente un 40% de ambas sustancias. 
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La Figura 10 muestra los resultados obtenidos de los ensayos  cuantitativos 

de biotransformación. La Figura 10A muestra la cantidad remanente de los  

compuestos de origen a las dos horas de iniciado el experimento. Las Figuras 10B 

y 10C indican la cantidad remanente de QPZ y TR3370, respectivamente, a lo largo 

de 4 h de experimento. 

7.5.2 Ensayos cualitativos de biotransformación 

Por medio de la identificación de los iones moleculares (M+H)+ de las 

moléculas de origen y de los posibles metabolitos de QPZ y TR3370, fue posible 

plantear las posibles rutas metabólicas que siguen estas moléculas en el hígado. 

Los resultados indican la participación de procesos oxidativos sobre las porciones 

quinolínicas de las moléculas, así como la desalquilación de las porciones en 

piperazina de las mismas. En el caso de TR3370 se detectó la pérdida de la porción 

hidroxietilada de la molécula, dando lugar a la formación de QPZ. 

La corriente iónica total generada de la muestra de QPZ correspondiente a 2 

h  se muestra en la Figura 11. Empleando el software mencionado (TOF MS Driver 

6.2) fue posible detectar los pesos moleculares de los posibles metabolitos 

presentes en la muestra y posteriormente evaluar por medio de algoritmos 
matemáticos, la probabilidad de que la identidad química de la señal m/z 

corresponda al metabolito de interés. Este procedimiento se ejemplifica en la Figura 

11, mismo que se repitió para cada muestra (0, 1, 2, 3 y 4 h) para ambas sustancias, 

buscando todos los metabolitos probables. 

A partir de los datos generados se construyeron las posibles rutas 

metabólicas a las que son sometidos QPZ y TR3370 por las fracciones hepáticas. 

La Figura 12 corresponde a la posible ruta metabólica de QPZ, mientras que la 

Figura 13 indica la posible ruta metabólica de TR3370. 
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Figura 10. Resultado obtenidos de los ensayos metabólicos cuantitativos de QPZ y TR3370. A) 
Resultados del punto final a las dos horas. Se muestran los promedios de las determinaciones 
(n=6) con Error Estándar de la Media (EEM) * diferencia significativa vs QPZ inicial, p < 0.05, 
prueba t pareada; # diferencia significativa vs TR3370 inicial, p < 0.05, prueba t pareada. B) 

Cinética de consumo de QPZ en fracción hepática. C) Cinética de consumo de TR3370 en fracción 
hepática.  
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Figura 11. Proceso de identificación de metabolitos en muestras de Fracción S9 por medio de EM 
APCI. A partir de la TIC se identifica la señal correspondiente a (M+H)+ del posible metabolito. 
Posteriormente se valora con la base de datos la puntuación (score) y el error del candidato. 
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Figura 12. Posibles compuestos generados por el metabolismo de QPZ en fracción S9 de hígado de rata; basado en el análisis por espectrometría de 
masas de muestras de QPZ sometidas a biotransformación durante cuatro horas. Se muestran los valores detectados en la TIC como (M+H)+ . 
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Figura 13. Posibles compuestos generados por el metabolismo de TR3370 en fracción S9 de hígado de rata; basado en el análisis por espectrometría 
de masas de muestras deTR370 sometidas a biotransformación durante cuatro horas.. Se muestran los valores detectados en la TIC como (M+H)+.
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7.6 Estudios farmacocinéticos in vivo en ratas Wistar 

El método analítico desarrollado y validado anteriormente fue empleado para 

la cuantificación de QPZ y de TR3370 en muestras sanguíneas de rata para 

estudios farmacocinéticos. En la Tabla 9 se encuentran los valores promedios de 

cada tiempo de muestreo con su correspondiente error estándar de la media (EEM) 

para los resultados de ambas administraciones (i.p. y p.o.). Posteriormente los 

perfiles farmacocinéticos de QPZ y de TR3370 se obtuvieron para las dos vías de 

administración empleadas (Figura 14). En el caso de las administraciones 

intravasculares se observa un rápido descenso en las concentraciones plasmáticas 

de ambas sustancias, siendo más evidente para el caso de TR3370, el cual, en la 

mayoría de los animales de estudio, no se detectó en plasma 4 h después de la 

administración, a diferencia de QPZ cuya detección se logró hasta las 6 h. En el 

caso de las administraciones orales, se observa que los procesos de absorción son 

muy similares para ambos tratamientos, así como el tiempo en el que se alcanzan 

las concentraciones máximas. Gráficamente se observa que la disminución en las 

concentraciones plasmáticas de TR3370, tras una administración oral, es mayor que 

la de QPZ en la misma vía de administración; este fenómeno se observa también 

en las administraciones intravasculares.  

Tabla 9. Valores plasmáticos promedio ± EEM en los diferentes tiempos de muestreo de QPZ y 
TR3370 en los ensayos farmacocinéticos (n=6). 

Tiempo 
(minutos) 

Concentración plasmática (μg/ML) 
Administración intravascular Administración oral 

Quipazina TR3370 Quipazina TR3370 
5 23.45 ± 4.80 15.86 ± 1.97 12.41 ± 4.59 1.60 ± 0.35 

10 --- --- 15.44 ± 4.25 2.84 ± 1.25 
15 11.82 ± 3.41 4.07 ± 1.63 15.76 ± 8.69 3.79 ± 1.93 
20 --- 1.48 ± 0.31 18.65 ± 5.12 4.51 ± 1.76 
30 10.85 ±  3.19 1.52 ± 0.27 23.43 ± 10.25 5.69 ± 2.65 
45 8.51 ± 3.04 1.18 ± 0.23 28.30 ± 12.79 6.74 ± 3.23 
60 7.17 ± 2.81 1.23 ± 0.16 22.91 ± 12.73 8.40 ± 2.81 

120 6.43 ± 2.76 1.31 ± 0.57 20.93 ± 13.97 2.90 ± 1.05 
180 4.78 ± 1.93 --- 16.67 ± 10.41 1.93 ± 1.00 
240 2.34 ± 0.95 1.68 ± 0.74 9.81 ± 7.07 1.74 ± 0.67 
300 1.65 ± 0.91 --- 4.05 ± 1.52 1.12 ± 0.31 
360 1.28 ± 0.71 --- 2.39 ± 0.99 1.08 ± 0.51 
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Figura 14. Perfiles farmacocinéticos de QPZ y TR3370 en plasma de rata. Se muestran promedios 

± EEM (n=6). 

En la Tabla 10, se presentan los resultados de los parámetros 

farmacocinéticos determinados para QPZ y TR3370 en las dos vías de 

administración evaluadas. Los parámetros mencionados corresponden a la 

constante de eliminación (kel),  área bajo la curva de cero a infinito (𝐴𝐵𝐶0
∞), tiempo 

medio de residencia (TMR), concentración máxima (Cmáx), tiempo en que se alcanza 

la concentración máxima (tmáx), constante de absorción (ka) y fracción de dosis 

absorbida (F). 
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Tabla 10. Parámetros farmacocinéticos promedio ± EEM  de QPZ y TR3370 (n=6).  

Parámetro Administración intravascular Administración oral 
Quipazina TR3370 Quipazina TR3370 

kel (h-1) 0.50 ± 0.06* 1.03 ± 0.38  0.54 ± 0.08* 0.70 ± 0.11  
𝐴𝐵𝐶0

∞ (μg h/mL) 33.17 ± 12.71* 16.12 ± 4.73 29.09 ± 10.89* 7.32 ± 1.91    
TMR (h) 2.30 ± 0.34 1.55 ± 0.34  2.47 ± 0.27 1.93 ± 0.25  

Cmáx (μg/mL) --- --- 28.30 ± 12.79* 8.40 ± 2.81 
tmax (h) --- --- 1.12 ± 0.16  0.69 ± 0.09  
ka (h-1) --- --- 2.40 ± 0.37 2.18 ± 0.64 

F --- --- 0.87 0.45 
Donde * indica diferencia significativa de TR3370 vs QPZ (p < 0.05), aplicando una prueba 

estadística t de Student,. 

7.7 Monitorización de los niveles de glucosa 

De manera general, y contrario a lo esperado, los niveles de glucosa en 

sangre presentaron un aumento considerable, mismo que en la mayoría de los 

casos se mantuvo hasta los tiempos finales del experimento.  

En la Figura 15 se muestran los cursos temporales de los niveles de glucosa 

de las muestras sanguíneas recolectadas para los ensayos farmacocinéticos. El 

valor de ABC para los mismos se muestra en la Figura 16, donde se puede apreciar 

una diferencia significativa para el caso de QPZ en su administración intravascular. 

Cabe destacar que la administración oral de QPZ, así como ambas administraciones 

de TR3370 no presentaron un aumento signifcativo de los  niveles de glucosa en 

comparación con el grupo control (p < 0.05). 

Por otra parte, para cada individuo se construyeron las gráficas comparativas 

entre los niveles de glicemia y la concentración plasmática de QPZ y de TR3370 en 

los estudios farmacocinéticos, las cuales se encuentran en el anexo V. 
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Figura 15. Curso temporales de los niveles de glicemia en los estudios farmacocinéticos. Se muestran 
los resultados como el valor promedio ± EEM del porcentaje de variación de glucosa (n=6). Las 
gráficas de la izquierda muestran el cambio en los niveles de glucosa durante los primeros 60 

minutos; las gráficas de la derecha el cambio en la glicemia a lo largo de todo el experimento (6 h). 

 

Figura 16. Área bajo la curva de cursos temporales de niveles de glicemia en ratas. Se muestra 
promedio ± EEM (n=6). * diferencia Significativa vs Control (p<0.05, ANOVA, post-hoc Dunnet). 
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7.8 Estudios de relación Farmacocinética/Farmacodinamia 

A partir de la correlación de los resultados de la monitorización de los niveles 

de glucosa y de las concentraciones plasmáticas de QPZ y TR3370 se construyeron 

las asas de histéresis que se muestran en  la Figura 17. Los resultados indican que 

las asas de las administraciones intravasculares tienen una dirección a favor de las 

manecillas del reloj, mientras que las administraciones orales muestran un 

comportamiento opuesto, con asas en sentido contrario a las manecillas del reloj. 

Las asas de histéresis individuales se encuentran en el anexo VI.  

 

Figura 17. Asas de histéresis entre los niveles de glicemia y la concentración plasmática de QPZ y 
TR3370 después de una administración intravascular y oral. La línea punteada indica los niveles 

basales de glicemia. 

 

 

Q P Z  iv

C o n c e n tra c ió n  p la s m á tic a  (g /m L )

N
iv

e
le

s 
d

e
 g

lu
co

sa
 (

m
g

/d
L

)

0 5 1 0 1 5 2 0 2 5
8 0

1 2 0

1 6 0

2 0 0

2 4 0

T R 3 3 7 0  iv

C o n c e n tra c ió n  p la s m á tic a  (g /m L )

N
iv

e
le

s 
d

e
 g

lu
co

sa
 (

m
g

/d
L

)

0 5 1 0 1 5 2 0
6 0

8 0

1 0 0

1 2 0

1 4 0

1 6 0

Q P Z  p o

C o n c e n tra c ió n  p la s m á tic a  (g /m L )

N
iv

e
le

s 
d

e
 g

lu
co

sa
 (

m
g

/d
L

)

0 1 0 2 0 3 0
6 0

8 0

1 0 0

1 2 0

1 4 0

1 6 0

T R 3 3 7 0  p o

C o n c e n tra c ió n  p la s m á tic a  (g /m L )

N
iv

e
le

s 
d

e
 g

lu
co

sa
 (

m
g

/d
L

)

0 2 4 6 8 1 0
8 0

1 0 0

1 2 0

1 4 0

1 6 0



 

57 

7.9  Perfil neurofarmacológico 

Los resultados obtenidos del perfil neurofarmacológico indican que ninguna 

de las dosis evaluadas de QPZ produjo efecto sobre la coordinación motora de los 

animales. Por el contrario, la dosis de TR3370 de 3 mg/kg mostró una diferencia 

estadísticamente significativa comparada con el grupo control. La prueba de cilindro 

de exploración presentó un aumento en el número de levantamientos en todas las 

dosis de QPZ y en la dosis de 10 mg/kg de TR3370, mientras que en la prueba de 

tablero de hoyos se mostró un aumento en el número de exploraciones en la dosis 

de 10 mg/kg de QPZ; estos resultados se relacionan directamente con la actividad 

ansiogénica de las moléculas. En la evaluación de la actividad motora se observó 

una disminución en la cantidad de movimientos rápidos estereotipados para ambos 

compuestos. Por último, los niveles entre los animales tratados no mostró diferencia 

significativa con respecto al grupo control, sin embargo, tampoco presentó un 

aumento como en el caso de las muestras de los perfiles farmacocinéticos.  

Los datos obtenidos de las diferentes evaluaciones realizadas se muestran 

en la Figura 18. La Figura 18A representa el área bajo la curva del curso temporal 

de permanencia en el vástago de los ratones sobre el Rotarod. La Figura 18B indica 

el número de levantamientos que presenaron los ratones en el interior del cilindro 

de exploración. La Figura 18C muestra el número de agujeros por los cuales el ratón 

introdujo la cabeza. La Figura 18D representa la variación de los niveles de glicemia 

que tenían los ratones al terminar las evaluaciones del perfil neurofarmacológico. 

Por otra parte, la Figura 19 representa los datos obtenidos en la evaluación 

de la actividad motora en el actímetro, de forma que se pudieron construir cuatro 

gráficas que representan los movimientos rápidos y lentos tanto estereoripados 

como no estereotipados para QPZ y TR3370.  
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Figura 18. Resultados del perfil neurofarmacológico de QPZ y de TR3370, se muestran valores 
promedio ± EEM (n = 6). A) Evaluación de coordinación motora en Rotarod (* p<0.05 vs SS, 

ANOVA, post-hoc Tukey). B) Evaluación de la actividad exploratoria (* p<0.05 vs SS; # p<0.05 vs 
TR 1 mg/kg, ANOVA, post-hoc Tukey. C) Evaluación de la actividad ansiogénica en tablero de 
hoyos (* p<0.05 vs SS, ANOVA, post-hoc Tukey). D) Efecto del tratamiento sobre lo niveles de 

glucosa. 
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Figura 19. Resultados de la evaluación de QPZ y de TR3370 sobre la actividad motora, se muestran 
valores promedio ± EEM (n = 6), * p<0.05 vs SS, ANOVA, post-hoc Tukey para movimientos rápidos 
estereotipados,  # p<0.05 vs SS, ANOVA, post-hoc Tukey para movimientos rápidos normales. 
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8. Discusión 

Los resultados obtenidos en este proyecto permitieron establecer algunos 

aspectos farmacológicos de QPZ y TR3370. Los perfiles farmacocinéticos de ambas 

sustancias, los cuales se desconocían hasta este momento, mostaron una gran 

similitud en algunos parámetros. A pesar de que TR3370 demostró tener una 
permeabilidad aproximadamente tres veces mayor en los estudios in vitro, los 

parámetros farmacocinéticos relacionados con la absorción (Cmáx, tmáx y F) no 

reflejaron del todo esta propiedad del compuesto, situación que se puede atribuir al 

efecto de primer paso que presenta esta molécula. La evidencia obtenida de la 

biotransformación de la QPZ y el TR3370 inidica que las moléculas presentan una 

biotransformación similar y que el compuesto TR3370 puede metabolizarse a QPZ 

aunque no en cantidades considerables. Los niveles de glicemia determinados a lo 

largo de los ensayos farmacocinéticos muestran un aumento en los niveles de 

glucosa, efecto que no puede ser explicado únicamente tomando como referencia 

la capacidad de inducción de la secreción de insulina de estas moléculas. La 

correlación de estos resultados con los niveles plasmáticos de los tratamientos 

permitió la formación de asas de histéresis a favor de las manecillas del reloj para 

las administraciones intravasculares de ambas sustancias, por otra parte, las 

administraciones orales de éstas presentaron asas en dirección contraria a las 

manecillas del reloj, lo que indica que existen diferencias en los procesos 

farmacocinéticos y farmacodinámicos cuando se modifica la vía de administración 

de estas sustancias. La evaluación neurofarmacológica de estas quinolinas mostró 

una escasa actividad en la coordinación motora, un notorio efecto ansiogénico y de 

manera interesante, una reducción de los movimientos rápidos estereotipados en 

los animales de experimentación, indicando que los efectos ansiogénicos de estos 

compuestos se presentan de manera simultánea con los efectos hipoglucemiantes. 

Por último, se desarrollaron y validaron las metodologías analíticas por CLAE/UV 

que permitieron la cuantificación de QPZ y de TR3370 en las diferentes muestras 

generadas en los diferentes experimentos del proyecto.  
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8.1 Procesamiento de las muestras 

Los recobros absolutos que fueron obtenidos para los analitos con la 

metodología implementada pueden considerarse adecuados. Por otra parte esta 

metodología reveló la presencia de una menor cantidad de interferencias 

provenientes de las muestras a comparación de otras, lo que llevó a la selección de 

la misma para el procesamiento de muestras. 

8.2 Condiciones cromatográficas de análisis 

La selección de la fase estacionaria se sustentó en que las columnas 

RESTEK Ultra Aqueous presentan grupos polares embebidos entre las cadenas de 

octadecilo. Lo anterior permite la retención por parte de las cadenas alifáticas por 

medio de interacciones hidrofóbicas y la interacción de tipo ion-dipolo entre los 

grupos polares de la fase estacionaria con los analitos cargados en la muestra. Para 

favorecer este segundo tipo de interacciones se sometió a la QPZ a un medio ácido, 

(pH 4.5), lo que permitió su ionización. La detección se realizó a 340 nm debido a 

que a esta longitud de onda, se encuentra uno de los máximos de absorción de la 

QPZ correspondientes a la porción estructural de la quinolina; si bien el otro máximo 

de absorción se encuentra a 244 nm y se obtiene una mayor respuesta de los 

analitos, es a 340 nm donde se minimizan las señales correspondientes a los 

componentes endógenos de la matriz y se obtiene también una respuesta adecuada 

y específica del analito.  

Las condiciones cromatográficas para el TR3370 fueron muy similares a las 

de la QPZ. En lo que respecta a la fase móvil en el método de TR3370, ésta no 

contiene un modificador de pH como lo es el ácido fórmico, siendo esta la idferencia 

con respecto al método de QPZ. Durante el desarrollo del método se observó que, 

a pesar de la presencia de una cadena alifática de dos carbonos hidroxilada en 

TR3370, la separación de este compuesto y de la QPZ no era eficiente en la gran 

mayoría de las condiciones evaluadas. Dado que una de las principales hipótesis 

del proyecto es la generación de QPZ a partir de TR3370, resultó de gran 

importancia la separación de estos dos analitos, misma que sólo se consiguió 

cuando la fase móvil no contenía ácido fórmico, es decir, mantenía un valor de pH 

aproximado de 6.0 debido únicamente a la contribución del agua y de la sal del 
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buffer. La razón de que se lograra la separación puede deberse a la diferencia en 

los valores de log D (coeficiente de reparto a un valor de pH determinado)40 de 

ambas moléculas cuando se someten a un medio con pH de valor cercano a 6, 

donde el de la QPZ es mayor al de TR3370, indicando una mayor retención en la 

fase estacionaria de la QPZ, situación que se refleja con un aumento en el tiempo 

de retención de la misma y la consiguiente separación de ambos analitos. 

8.3 Validación del método analítico 

De acuerdo con los resultados obtenidos de los diversos parámetros  

evaluados (Tablas 4 y 5) se puede decir que el método desarrollado para la 

cuantificación de QPZ es adecuado y confiable, ya que el desempeño mostrado en 

los diversos parámetros se encuentra dentro de los criterios de aceptación 

establecidos por la Comisión de Control Analítico y Ampliación de Cobertura 

(CCAYAC), la cual resalta  en sus guías para la validación de métodos fisicoquímcos 

(Claves CCAYAC-p-58 y CCAYAC-CR-03/0) que los métodos no normalizados, es 

decir, métodos que no son publicados en instancias como la Farmacopea de los 

Estados Unidos Mexicanos (FEUM), Normas Oficiales Mexicanas (NOM) o Normas 

Mexicanas (NMX), deben de presentar una adecuada sensibilidad y selectividad 

puesto que en primera instancia no tienen la misma robustez que un método 

normalizado.41 

Con respecto a la evaluación de la selectividad, los cromatogramas 

mostrados en la Figura 7, muestran la ausencia de señales correspondientes a la 

matriz que interfieran en los tiempos de retención de QPZ, lo que permite considerar 

al método de análisis selectivo para QPZ en los ensayos de permeabilidad, 

biotransformación y farmacocinética. En el caso particular de los últimos dos fue 

importante descartar que posibles metabolitos presentes en las muestras y que 

pudieran tener un tiempo de retención similar al de los analitos de interés y esto 

dificultase la cuantificación de los mismos. 

Por otra parte en las Tablas 6 y 7 se encuentran los resultados de las pruebas 

realizadas para la validación del método cromatográfico para la cuantificación de 

TR3370 en muestras de ensayos de permeabilidad, y en muestras de ensayos de 

biotransformación y farmacocinéticos, respectivamente. Se observa que en ambos 
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casos, la concentración más baja evaluada (0.007 mM para el ensayo de 

permeabilidad y 0.5 μg/mL para los ensayos de biotransformación y 

farmacocinética) no presenta un rango adecuado de recuperación, por lo que en 

caso de que las muestras presentaran concentraciones aproximadas a éstos 

valores, no serían consideradas para análisis posteriores. El resto de los parámetros 

evaluados para este método indican un adecuado desempeño del método en los 

demás niveles de concentraciones. 

Los resultados de selectividad de los métodos para la cuantificación del 

TR3370 en las diferentes muestras (Figura 8) revelan la ausencia de interferencias 

provenientes de la matriz que pudieran interferir con la cuantificación de TR3370. 

Para la evaluación de la robustez de los métodos se modificaron las variables 

de concentración del amortiguador y pH en la fase móvil, así como la temperatura 

de la columna. Tres concentraciones de formiato de amonio fueron evaluadas en la 

fase móvil las cuales fueron 5, 10 y 25 mM, después de realizar inyecciones por 

duplicado de las muestras se determinó de manera visual que no había diferencias 

importantes al analizar muestras con alguna de las concentraciones. Con respecto 

a la temperatura de la columna, se realizaron corridas con temperaturas de 25, 35 

y 45 °C de las cuales fue notorio que ninguna de las mismas modificó el desempeño 

del método, por lo que se puede decir que la temperatura de la columna no es 

unfactor relevante para el análisis cromatográfico. Por último, las variaciones de pH 

realizadas fueron de 3.5, 4.5, 5.0, 6.0 y 7.0, donde sólo para valores iguales o 

superiores a 6.0 fue posible obtener la separación de las señales correspondientes 

al TR3370 y a la QPZ; debido a lo anterior, para las muestras que potencialmente 

pudiesen contener ambas moléculas, el valor de óptimo pH se definió como 6.0, 

mientras que para aquellas que solo contuviesen una de las dos, el valor de pH se 

definió como 4.5 puesto que en los análisis donde se probaron las fases móviles 

con pH de 3.5, 4.5 y 5.0, las señales de los analitos no se modificaron de manera 

importante, y presentaban una elución más rápida.    

Los resultados obtenidos de la validación de los métodos indican que para la 

QPZ, los métodos desarrollados pueden generar resultados confiables para la 

cuantificación de la misma en todos los niveles de concentración. Caso contrario 
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para el TR3370, donde los resultados  muestran que en los niveles de concentración 

más bajos, el método no presenta niveles adecuados de recuperación, situación 

que debe ser tomada en cuenta en el procesamiento de los datos. La selectividad 

de los métodos fue adecuada para ambos analitos, ya que no se detectaron señales 

que interfiriesen en los tiempos de retención de los mismos. La evaluación de la 

robustez indica que el método tolera de manera adecuada cambios en la 

concentración del amortiguador y en la temperatura de la columna, pero los cambios 

en la acidez de la fase móvil interfieren con la separación de compuestos de interés 

en la muestra. 

8.4 Ensayos de permeabilidad intestinal in vitro 

Los resultados obtenidos indican que el TR3370 presenta una mayor 

permeabilidad intestinal que la QPZ. Esta diferencia podría ser atribuible a los 

valores del coeficiente de partición (Log P) de las moléculas, (QPZ 1.68, TR3370 

1.65)42, sin embargo y debido a su similitud, los cambios en la permeabilidad pueden 

deberse a la participación de otros factores en este proceso. Dos factores 

importantes en los procesos de transporte de fármacos son la temperatura y el pH,43 

los cuales se comentarán a continuación. 

Históricamente la difusión pasiva a través de una membrana de fosfolípidos 

fue sugerida como una ruta dominante. Sin embargo, en décadas pasadas, muchas 

proteínas acarreadoras (transportadores) han sido descubiertas como 

transportadores de varios fármacos. Existen más de 400 transportadores de 
membrana, y éstos pertenecen a dos superfamilias de transportadores: ATP-binding 

cassette (ABC) y solute carrier (SLC). Si el proceso de transporte consume energía 

(ATP) de manera directa o indirecta, se dice que es un transporte activo y no 

requiere de un gradiente de concentración del fármaco. La superfamilia ABC 

requiere de la unión e hidrólisis de ATP para funcionar, siendo este el transporte 

activo primario. Varios transportadores de la superfamilia SLC se conducen por 

medio de gradientes iónicos creados por transportadores primarios dependientes 

de ATP como la bomba Na+/K+ ATPasa. Estos cotransportadores se dice que 

regulan el transporte activo secundario.43 Se ha descrito que a temperaturas bajas 

(0-4°C) el consumo de energía es mínimo, lo que implica que también lo sean los 



 

65 

procesos de transporte activo, suponiéndose principalmente la participación del 

transporte pasivo. Sin embargo, el transporte pasivo también es altamente 

dependiente de la temperatura debido a que los coeficientes de 

partición/distribución y la permeabilidad transceluar pueden ser altamente 

influenciados por la temperatura.44 Razón por la cual, durante el experimento fue 

requerido un control estricto de la temperatura en todo momento, minimizando así 

las fluctuaciones en los procesos de permeabilidad. 

Con respecto a la influencia del pH, se ha visto que cambios en los valores 

del mismo pueden modificar la lipofilia de las moléculas (característica íntimamente 

ligada con la permeabilidad por medio de difusión pasiva). En este caso, el valor del 

pH en el medio (7.4) fue de gran impacto para el grado de ionización de las 

moléculas. Para la QPZ, el valor teórico de pka del átomo de hidrógeno unido al 

nitrógeno secundario de la molécula es de 8.8,40 mientras que para el TR3370, esta 

posición se encuentra sustituida por la cadena de hidroxietilo, lo que ocasiona que 

el valor teórico de pka para esta posición sea de 7.5.40 Si ambas moléculas son 

sometidas a un medio con un valor de pH de 7.4, la proporción ionizada de la QPZ 

es mucho mayor que la de TR3370 (96.17% de la QPZ ionizada contra 55.73% del 

TR3370 ionizado a pH de 7.4). Lo anterior indicaría que la difusión pasiva se 

encuentra favorecida para TR3370 bajo las condiciones mencionadas, explicando 

así la mayor permeabilidad de éste, siendo casi el triple con respecto a QPZ. 

El proceso de difusión pasiva está condicionado principalmente por la 

liposolubilidad y el tamaño de las sustancias. Mientras mayor sea la liposolubilidad 

de una molécula, aumentará la velicidad de difusión. La liposolubilidad de una 

molécula está expresada por su coeficiente de partición (o distribución) lípido/agua. 

Todas estas características fisicoquímicas de las moléculas están indicadas en la 

ley de Fick, que describe la velocidad de difusión (ds/dt) de una molécula al cruzar 

una bicapa lipídica y se expresa de la siguiente manera: 

𝑑𝑠

𝑑𝑡
= (𝐴 ∗ 𝐷 ∗ 𝛽 ∗ [𝐶𝑒 − 𝐶𝑖]) 

1

∆𝑋
 

Donde A es el área de la bicapa sobre la cual ocurrirá la difusión, ∆𝑋 es la 

distancia que debe recorrer a través de la bicapa la molécula que difunde, D es el 
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coeficiente de difusión de la molécula, β es el coeficiente de participación lípido/agua 

y [𝐶𝑒 − 𝐶𝑖] es el gradiente de concentración.45 

Por otra parte, es necesario mencionar que los resultados obtenidos reflejan 

el valor de la constante de permeabilidad global, la cual, al tratarse de un tejido 

viable involucra tanto los procesos de difusión pasiva, como los mediados por 

transportadores. Como se observa en la Figura 20, el grado total de masa que 

atraviesa la membrana celular (dM/dt) es la suma del transporte pasivo (TP) y el 

transporte mediado por acarreadores (TMA) y puede ser descrito usando la 

ecuación de Michaelis-Menten. El transporte pasivo transcelular se encuentra en 

función del gradiente de concentración entre la membrana asumiendo que la 

concentración en el lado receptor es cero: 

𝑑𝑀

𝑑𝑡
= 𝐴 ∗ (𝑃𝑇𝑃 +  𝑃𝑇𝑀𝐴) ∗ 𝐶 = 𝐴 ∗  𝑃𝑇𝑃 ∗ 𝐶 + 

𝑉𝑚𝑎𝑥  ∗  𝐶

𝐾𝑚 + 𝐶
 

Donde A es el área superficial de la membrana; P es la permeabilidad; C es 

la concentración del fármaco; Km es la constante de Michaelis y Vmax es la velocidad 

máxima de transporte obtenida por acarreadores.43  

Se puede decir entonces que el método empleado permitió conocer de 

manera global el proceso de permeabilidad que presentan ambas moléculas 

mediante la determinación de la constante global de permeabilidad. Empleando 

otros modelos como PAMPA (Parallel Artifitial Membrane Permeation Assay), 

partición en liposomas o BLM (Black Lipid Membrane) es posible determinar la 

contribución de la difusión pasiva al transporte neto de fármacos, los cuales, en 

conjunto con los ensayos de permeabilidad realizados en este proyecto o con otro 

tipo de ensayos de permeabilidad como los ensayos en líneas celualres CACO2, 

permitirían una mejor comprensión del proceso de permeabilidad intestinal de estos 

compuestos. 

Es importante mencionar que esta metodología aun se encuentra en proceso 

de desarrollo en el grupo de trabajo, han sido evaluadas previamente algunas 

moléculas como cafeína o glucosa obteniéndose resultados de permeabilidad 

adecuados, sin embargo, aun es necesario evaluar el comportamiento de 
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marcadores de alta y de baja permeabilidad para tener completamente 
caracterizado el desempeño de este modelo in vitro en la evaluación de la 

permeabilidad de fármacos. 

Figura 20. Procesos de transporte de fármacos a través de membranas biológicas. Se ha descrito 
que coexisten los procesos de transporte por acarreadores y la difusión pasiva de fármacos, 

presentando un comportamiento que puede ser descrito por la ecuación de Michaels-Menten. 
(Adaptado de Sugano, K., 2010) 

 

8.5 Ensayo de biotransformación de QPZ y TR3370 en fracción S9 de 
hígado de rata. 

8.5.1 Ensayos cuantitativos de biotransformación 

En la Figura 10 se presentaron los resultados obtenidos en los ensayos de 

biotransformación de las dos moléculas de interés. La gráfica 10A indica el 

porcentaje remanente de la QPZ y del TR3370 después de 2 h de inicio de la 

reacción, el análisis estadístico correspondiente indicó que a partir de este tiempo 

era notoria una diferencia significativa entre las concentraciones iniciales y las 

concentraciones remanentes. A partir de los resultados anteriores se decidió realizar 

ensayos monitorizando la desaparición del compuesto de origen cada hora hasta 

completar 4 h, obteniendo así la cinética de biotransformación para cada 

compuesto. En la gráfica 10B se encuentra la cinética de consumo de QPZ, mientras 

que en la 10C se observa la cinética de TR3370. Resulta interesante que las 

cinéticas de desaparición sean similares entre ambas moléculas, obteniéndose a 
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las cuatro horas un porcentaje similar, cercano al 60% de compuesto remanente en 

los ensayos. 

Existen diversas condiciones experimentales en el uso de la fracción S9 que 

pueden impactar en los resultados obtenidos. Uno de ellos es el sistema de 

regeneración de NADPH, el cual se encuentra esquematizado en la Figura 21. Si 

bien este sistema provee de NADPH a la mezcla de reacción, cuando el cofactor 

glucosa-6-fosfato se termina por completo, no se pueden llevar a cabo las 

reacciones de óxido-reducción implicadas para la regeneración de NADPH, la 

subsecuente reducción de la enzima NADPH-citocromo P450 reductasa y su 

posterior actividad en los procesos de oxidación de fármacos. Debido a esto, se 

puede decir que en las gráficas que muestran las cinéticas de desaparición de la 

QPZ y del TR3370 no solo se ven reflejados los procesos de biotransformación de 

estas moléculas, también indirectamente los procesos enzimáticos inherentes a la 

metodología de la fracción S9. 

  
Figura 21. Reacciones bioquímicas implicadas en la biotransformación de fármacos en la fracción 

S9 de hígado de rata. El proceso de oxidación de fármacos comienza con la formación de un 
complejo entre el fármaco y el ion Fe3+ del grupo hemo del citocromo. Posteriormente, el ion Fe3+ 
es reducido a Fe2+ por la acción de la enzima NADPH-Citocromo P450 reductasa, la cual pasa de 

su forma reducida a la forma oxidada. Después, la formación de un complejo con oxígeno 
molecular y la posterior adición de dos protones se libera el fármaco en su forma oxidada y agua al 
medio. Para regresar a la NADPH-Citocromo P450 reductasa a su forma oxidada es necesaria la 

oxidación de NADPH a NADP+, la regeneración del NADPH se da por la acción de la enzima 
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, la cual proporciona constantemente NADPH al medio de 

reacción, denominándose sistema de regeneración de NADPH.  
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Por otra parte, la información obtenida de los ensayos cualitativos, los cuales 

se discutirán mas adelante, permite observar que ambas moléculas presentan las 

mismas modificaciones estructurales en tiempos relativamente similares. Lo cual 

puede explicar que presenten comportamientos similares en las cinéticas de los 

procesos de biotransformación suponiendo que en estos procesos se encuentran 

implicadas las mismas enzimas. 

8.5.2 Ensayos cualitativos de transformación 

De los resultados mostrados en la Figura 12, correspondiente a la posible 

ruta metabólica de QPZ, se observa principalmente la actividad oxidativa marcada 

como la adición de grupos hidroxilo sobre la porción quinolínica de la QPZ debido 

probablemente a la actividad de la isoforma 3A4 de los citocromos, principales 

responsables de las reacciones de oxidación en la biotransformación de 

xenobióticos. Se hace notar en los resultados que estas reacciones ocurren dentro 

de las primeras tres horas de experimento, lo cual resulta congruente debido a que 

al ser las oxidaciones reacciones de fase I son las primeras que se presentan en la 

biotransformación.22 Otro metabolito detectado desde la primer hora del 

experimento es la etilendiamina que resulta de la N-desalquilación de la porción de 

piperazina de la molécula, esta reacción ocurre por la actividad de diversas 

isoformas de los citocromos como lo son 1A2, 3A4, 2C19 y 2D6,46 dentro de los 

primeros tiempos de reacción, se observaron también procesos de hidroxilación en 

otras porciones de la molécula una vez que se ha perdido parte de la piperazina. Lo 

anterior indica que una vez que la piperazina es desalquilada, los compuestos 

estudiados probablemente se vuelven mucho más susceptibles a procesos de 

biotransformación por los citocromos hepáticos.  

En las muestras correspondientes a cuatro horas se observa principalmente 

la aparición de metabolitos resultantes de reacciones de conjugación (metabolitos 

de  fase II). Todos los metabolitos de esta fase que fueron detectados corresponden 

a la conjugación con acetato, reacciones catalizadas por acción de las enzimas 

acetiltransferasas que actúan a través de la conjugación de grupos funcionales 

nucleofílicos como aminas, alcoholes o tioles con la porción acetilo de la acetil co-

enzima A.22 
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Cabe mencionar que en los ensayos cuantitativos fue posible detectar 

algunos metabolitos de la QPZ como se observa en la Figura 7, sin embargo, debido 

al tipo de detección empleado (UV/DAD) no fue posible determinar de manera 

precisa la estructura química de los mismos, por lo que solo se pudo inferir que 

estos metabolitos mantenían la estructura quinolínica de la QPZ, como se 

ejemplifica en la Figura 12. 

Con respecto a la posible ruta metabólica propuesta para TR3370, misma 

que se encuentra en la Figura 13, se pudo determinar desde la primera hora de 

muestreo, la formación de QPZ a partir de TR3370 debido al proceso de 

desalquilación sobre el nitrógeno terciario de la piperazina. Lo anterior indica que 

TR3370 puede ser un precursor de la QPZ y que eventualmente, los efectos 

farmacológicos observables pueden ser debidos a una combinación de ambos. 

Dada la presencia de la QPZ desde las primeras etapas del experimento, se puede 

suponer que también se lleva a cabo la subsecuente ruta de biotransformación de 

la QPZ como parte de la ruta de biotransformación del TR3370, aunque no en 

cantidades que pudiesen ser detectadas por CLAE/DAD. 

En los resultados de biotransformación de TR3370, se identificó desde la 

primera hora de experimentación la presencia del metabolito correspondiente a la 

formación de la etielndiamina proveniente de la apertura del anillo de piperazina sin 

la pérdida de la cadena hidroxialquilada. Tomando como referencia éste último 

metabolito, se observó la presencia de modificaciones estructurales similares a las 

de QPZ, correspondientes a la hidroxilación en las posiciones 6 y 7 de la quinolina, 

con la diferencia de que se presentaron en tiempos mayores (2 h) que para QPZ (1 

h). Lo anterior sugiere que la presencia de la cadena en esta posición le confiere un 

poco más de resistencia a TR3370 frente a los citocromos responsables de la 

oxidación de la quinolina. 

Además, el metabolito desalquilado del TR3370 posteriormente es oxidado 

de la parte correspondiente al hidroxilo a aldehído desde etapas iniciales del 

experimento, mismo que después es oxidado hasta la forma de ácido carboxílico. 

Metabolitos con las características anteriores no fueron detectados cuando la 

porción de piperazina se encontraba intacta en la molécula. 
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De igual manera que para la QPZ, los estudios cuantitativos mostraron la 

presencia de algunos de los metabolitos como se muestra en la Figura 8, de los 

cuales sólo es posible suponer que poseen la porción quinolínica del compuesto 

original. De los metabolitos detectados ninguno presentó un tiempo de retención 

similar a la QPZ, indicando así que si bien el TR3370 puede dar lugar a la QPZ por 

procesos de biotransformación como demostraron los estudios cualitativos, la 

proporción generada no es tan grande como para poder ser detectada por la técnica 

analítica empleada (CLAE/UV).  

 

8.6 Estudios farmacocinéticos in vivo en ratas Wistar 

Si bien en un inicio se observó que las concentraciones plasmáticas tras las 

administraciones intravasculares de la QPZ y el TR3370 mostraron un 

comportamiento y un ajuste adecuado al modelo abierto de dos compartimentos 

(MADC), mientras que los perfiles determinados para las administraciones orales 

mostraron un adecuado ajuste al modelo abierto de un compartimento (MAUC), se 

determinó realizar un análisis siguiendo una farmacocinética con modelo no 

compartimental. La razón es que la farmacocinética no compartimental presenta 

algunas ventajas sobre los modelos compartimentales mismas que se mencionan a 

continuación: 

1. No es preciso discriminar un modelo cinético concreto para explicar los 

resultados experimentales. 

2. Es posible determinar parámetros farmacocinéticos que permiten explicar los 

datos experimentales. 

3. El tratamiento cinético compartimental implica un tratamiento matemático 

complejo. 

4. El modelo compartimental presenta una dificultad en la elección de un único 

modelo para todos los individuos del ensayo. 

5. Los modelos compartimentales tienen dificultad en la selección de un único 

modelo para las diversas formas de dosificación ensayadas.47 
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A partir de los parámetros farmacocinéticos determinados, se puede decir 

que la adición de una porción de hidroxietilo a la QPZ no le confiere a TR3370 

ventajas en las propiedades farmacocinéticas, contrario a lo que  podría esperarse 
debido a la mayor permeabilidad intestinal mostrada por TR3370 en los ensayos in 

vitro. De manera general se observó en los estudios in vivo que TR3370 presenta 

eliminación mayor a la QPZ, se determinó que tiene una menor absorción, así como 

una menor biodisponibilidad que la QPZ.  

Los resultados obtenidos correspondientes a la constante de  eliminación (kel) 

indican que no existen diferencias evidentes para este proceso entre TR3370 y 

QPZ. Por otra parte, los datos obtenidos en el cálculo del tiempo medio de 

residencia (TMR), definido como el tiempo promedio en el que tarda en eliminarse 

el 63.2% de las moléculas de fármaco del organismo, indican que la eliminación del 

TR3370 es más rápida que la de la QPZ.47  

Los valores obtenidos de 𝐴𝐵𝐶0
∞ indican que las adminisitraciones orales 

presentan una menor biodisponibilidad que las intravasculares, lo cual resulta 

congruente ya que en estas últimas, la totalidad del fármaco llega a la circulación 

sitémica, por lo que se considera como el 100% de biodisponibilidad. De igual forma, 

estos resultados indican que la QPZ presenta una mayor biodisponibilidad, 

prácticamente el doble que TR3370.  

Para los procesos de absorción se determinó que la QPZ presenta una 

absorción intestinal muy similar al TR3370, como lo indican los valores de ka, 

mientras que, la Cmax alcanzada por la QPZ es notoriamente mayor que la del 

TR3370. Con respecto a los resultados obtenidos en la determinación de tmax, éste 

es menor para el TR3370 que para la QPZ, lo cual resulta congruente puesto que 

las velocidades de absorción son muy similares, sin embargo la QPZ alcanza 

concentraciones mayores que el otro compuesto, por lo que es lógico que requiera 

más tiempo para alcanzar dichas concentraciones. Cabe mencionar que estudios 

de toxocinética realizados a benzilpiperazina (BZP) indican un valor de tmáx de 75 

min (1.25 h), en humanos43 el cual es muy similar al determinado para la QPZ (1.12 

h) a pesar de ser un dato experimental determinado en ratas, mientras que el 

TR3370 presentó un tiempo menor (0.69 h). En lo correspondiente a los valores de 
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la fracción de dosis absorbida (F), la QPZ presenta una mayor proporción que el 

TR3370. De acuerdo a los resultados obtenidos en los ensayos de permeabilidad, 

se esperaría que el TR3370 presentara una mayor velocidad de absorción, así como 

una mayor cantidad absorbida, debido a que tiene una constante de permeabilidad 

mayor. Sin embargo, es necesario tomar en cuenta que la absorción intestinal 

requiere una diversa serie de procesos en los que se presenta una considerable 

pérdida en la cantidad de compuesto que permea a través del intestino y llega hasta 

la circulación sistémica, siendo uno de estos el metabolismo a nivel intestinal, así 

como el hepático o efecto del primer paso,49 como se ejemplifica en la Figura 22.  

 

Figura 22. Procesos fisiológicos en la absorción intestinal de xenobióticos. Se observa la presencia 
de metabolismo intestinal y del efecto del primer paso, los cuales generan una disminución de la 
cantidad absorbida y generan impacto en la biodisponibilidad. (Adaptado de van de Waterbeemd, 

2003) 

 

Los resultados obtenidos de los parámetros farmacocinéticos indican que, la 

porción hidroxialquílica del TR3370 no le confiere ventajas farmacocinéticas 

relevantes sobre la QPZ, ya que basándonos en los valores de TMR y kel, el TR3370 

se elimina de una manera más rápida que la QPZ. Además, la biodisponibilidad 

alcanzada por el TR3370 es mucho menor que la de la QPZ. En lo correspondiente 

a los procesos de absorción, la QPZ se absorbe en mayor cantidad y de una manera 

más rápida que el TR3370.  
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Los tiempos de muestreo que se evaluaron muestran que en la mayoría de 

los tratamientos (exceptuando la administración oral de TR3370) las 

concentraciones plasmáticas determinadas llegaron hasta un valor igual o inferior al 

10% de las concentraciones máximas encontradas en el experimento. En el caso 

de TR3370 por vía oral, se determinó hasta una concentración de aproximadamente 

el 12% del valor de la Cmáx. Dicho esto, se puede decir que los tiempos de muestreo 

planteados para las evaluaciones farmacocinéticas fueron adecuados, de acuerdo 

a los criterios establecidos por la NOM-177-SSA1-2013, la cual indica que los 

tiempos de muestreo en estudios de farmacocinética deben ser frecuentes 

alrededor del tmáx para proporcionar un estimado confiable de Cmáx, adicionalmente, 

los tiempos de muestreo deben comprender 4 tiempos de vida media (t1/2) (valor 

correspondiente a 5.1 h para la QPZ y 3.9 h para el TR3370) y se deben de contar 

con al menos 4 puntos en la fase log terminal.50 

 

8.7 Monitorización de los niveles de glucosa 

Los resultados obtenidos muestran que durante los primeros 30 min del 

experimento se observa una ligera disminución de los niveles de glicemia solo en 

algunos de los tratamientos (QPZ p.o. y TR3370 i.v.), mismo que en tiempos 

posteriores se ve completamente minimizado por una elevación en estos niveles. 

Esta elevación se mantiene hasta los últimos tiempos de muestreo, donde resalta 

que estos niveles vuelven a sus valores basales únicamente en el caso de la 

administración del TR3370 por vía oral.  

En la Figura 16 se muestraron los valores de ABC de los curso temporales 

de los niveles de glicemia en los estudios farmacocinéticos, así como los valores de 

ABC de los mismos. De estos resultados, destaca el valor de ABC negativo para el 

grupo control, mismo que puede explicarse como el proceso normal de 

hipoglucemia que presentaron los animales debido al proceso de ayuno al que 

fueron sometidos, ya que para el término del experimento, los animales presentaban 

en total 14 horas de ayuno. El análisis estadístico realizado mostró que únicamente 

la administración de la QPZ por vía intravascular presentó un aumento significativo 

en los niveles de glicemia, mientras que la administración oral de la QPZ y ambas 
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administraciones del TR3370, si bien mostraron un aumento en los niveles de 

glicemia, no fue significativo (α = 0.05) al compararse con las variaciones del grupo 

control.  

Los resultados anteriores pueden explicarse tomando en cuenta los 

parámetros farmacocinéticos determinados, ya que la QPZ presenta una mayor 

absorción, menor eliminación y mayor biodisponibilidad que el TR3370; tomando en 

cuenta que el efecto farmacológico se correlaciona con las concentraciones 

plasmáticas de fármaco, resulta lógico pensar que la administración intravascular 

de la QPZ presente la mayor variación en los niveles de glicemia debido a las 

mayores concentraciones plasmáticas generadas. 

Evaluaciones previas realizadas a la QPZ y al TR3370 mostraron su 

adecuada capacidad como secretagogo de insulina, lo que posteriormente se ve 

reflejado en una disminución de la glicemia.19 Sin embargo, resultados similares a 

los obtenidos en este trabajo también han sido reportados, en los cuales se 

menciona que si se determina el efecto de derivados de QPZ sobre los niveles de 

glucosa en sangre arterial, como se realizó en el presente trabajo, no se observa 

una disminución de estos valores, sino el efecto contrario, es decir hiperglucemia; 

mismo que no se deteca cuando se determinan los niveles de glucosa en sangre 

periférica, como la que se obtiene por punción en la parte distal de la cola de los 

animales, donde se observa el efecto hipoglucemiante.19  

Para poder explicar estos resultados es necesario tomar en cuenta las 

diferentes acciones que pueden presentar la serotonina y sus agonistas sintéticos 

en otras partes del cuerpo además del páncreas, principalmente sobre hígado y 

músculo esquelético. El mecanismo por el cual la serotonina promueve la secreción 

de insulina a través de las células β-pancreáticas ha sido de interés en los últimos 

años y ha sido ampliamente descrito.9  

Por otra parte se sabe que la acción de la serotonina sobre tejido hepático 

genera efectos que promueven la gluconeogénesis a través de la expresión de 

proteínas implicadas en este proceso bioquímico51 y la liberación de glucosa hacia 

el torrente sanguíneo, la cual ha sido atribuida principalmente a la acción de 

adrenalina proveniente de glándulas suprarrenales, acción que es mediada por 
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serotonina a través de sus receptores 5-HT1A, 5-HT2A y 5-HT7.52 Además, otros 

estudios realizados reportan que la administración intraperitoneal de serotonina a 

ratones en condiciones de ayuno mostraron una considerable elevación en los 

niveles de glicemia.53 Cabe mencionar que en las referencias descritas la toma de 

muestras se realizó en sangre arterial proveniente de la arteria caudal de la cola52 

o de la carótida de los animales de experimentación.53 

Con respecto a la acción de la serotonina sobre el músculo esquelético, 

desde hace tiempo se detectó la presencia del receptor 5-HT2A en músculo de rata.54 

Los mecanismos específicos por los que la serotonina ejerce su acción sobre el 

músculo esquelético aún no se encuentran del todo elucidados, sin embargo, se ha 

descrito que la serotonina mejora la sensibilidad del músculo esquelético a la 

insulina por mecanismos asociados principalmente con la translocación del 

transportador de glucosa GLUT4 a la membrana celular,55 además de que 

promueve el metabolismo de la glucosa en este tejido, actividad que se ha 

correlacionado con una estimulación de las enzimas implicadas, en el proceso de 

glucólisis, específicamente la 6-fosfofructo-1-cinasa.56 

 En su conjunto, estas tres actividades relacionadas con serotonina pueden 

explicar el porqué de la elevación en los niveles de glucosa cuando se toma la 

sangre de una arteria, mientras que cuando la muestra se recolecta por medio de 

una punción en la cola se observa un efecto hipoglucemiante.19 La acción sobre 

hígado y páncreas promueve la liberación de glucosa y de insulina respectivamente, 

mismas que viajan por el torrente sanguíneo hacia los demás órganos y tejidos por 

medio de las arterias, lo que explica que la canulación en estos vasos muestre una 

elevación en los niveles de glucosa.  Al llegar a músculo esquelético, la insulina 

actúa sobre este, lo que eventualmente llevará a un consumo de la glucosa en 

sangre; por otra parte, la serotonina o sus agonistas favorecen la glicólisis en el 

tejido, de forma que una vez que las arterias aportaron tanto insulina como glucosa, 

la sangre que pasa de la arteria a los capilares y posteriormente a las venas se 

encuentra carente de glucosa, lo que explica el efecto hipoglucemiante de la 

serotonina y sus agonistas observado en muestras sanguíneas de la parte distal de 

la cola de las ratas. Este mecanismo propuesto se ilustra en la Figura 23. 
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Figura 23. Efecto de la serotonina sobre algunos órganos y su repercusión en los niveles de 
glicemia. 1) Estimulación de hígado y páncreas para la liberación de glucosa e insulina al torrente 
sanguíneo. 2) Las arterias llevan a la glucosa y a la insulina a músculo esquelético, la serotonina 
promueve el consumo de glucosa. 3) Después de la irrigación en músculo, la sangre que pasa a 

las venas se encuentra en deficiencia de glucosa comparada con la sangre arterial. 

 

De manera general se puede observar una tendencia en la mayoría de los 

casos, donde existe una relación directa entre los niveles de glicemia y las 

concentraciones plasmáticas de la QPZ y el TR3370 en ambas vías de 

administración, en donde las concentraciones plasmáticas altas de estos 

compuestos promueven un ligero descenso en los niveles de glicemia. Sin embargo, 

conforme la cantidad de tratamiento en plasma disminuye, los niveles de glucosa 

presentan un aumento que se mantiene hasta los últimos tiempos de muestreo, de 

forma que la glicemia pocas veces regresa a sus niveles basales a pesar de que las 

concentraciones de los compuestos disminuyeran. Este comportamiento puede 

explicarse si se toma como referencia la biotransformación de las moléculas en los 

que se determinó que tanto para la QPZ como para el TR3370 se presenta la 

formación de etilendiamina a partir de la porción de piperazina de las moléculas 
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desde la primera hora de experimentación. Estudios recientes en el grupo de trabajo 

en donde se evaluó la capacidad hipoglucemiante de un metabolito del TR3370, 

mismo que se muestra en la Figura 24, mostraron que sin la porción de piperazina 

intacta en la molécula, el efecto hipoglucemiante desaparece, además de que los 

niveles de glicemia presentan un comportamiento similar al observado con 

antagonitas serotoninérgicos, específicamente ketanserina.57 La actividad 

hiperglicémica de los antagonistas de serotonina ha sido descrita previamente a 

través de la evaluación de antagonistas selectivos de los receptores 

serotoninérgicos 5-HT1, 5-HT2 y 5-HT3.58 La información obtenida en este estudio 

puede sugerir que los procesos metabólicos de la QPZ y del TR3370 generan 

productos que presentan actividad antagonista sobre los receptores de 5-HT2 

implicados en el control de glicemia y por el cual ejercen su acción QPZ y TR3370. 

 

 

Figura 24. Metabolito desalquilado de TR3370, el cual carece de actividad hipoglucemiante, 
probablemente por la pérdia de la porción de piperazina. 

 

 

8.8 Estudios de relación Farmacocinética/Farmacodinamia 

De manera general, en la Figura 17 se observa la tendencia de un asa de 

histéresis en dirección de las manecillas del reloj para la administración intravenosa 

de la QPZ y del TR3370, mientras que para las administraciones orales de ambos 

tratamientos se observa la presencia de asas en sentido contrario a las manecillas 

del reloj. Las dos posibles direcciones que pueden presentar las asas de histéresis 

se encuentran relacionadas con diferentes procesos farmacocinéticos y 

farmacodinámicos en las dos moléculas. 

En el caso de las administraciones intravasculares que presentaron asas en 

sentido de las manecillas del reloj, se pueden deber a un aumento del efecto 

farmacológico con el descenso de las concentraciones plasmáticas tanto para QPZ 
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como para TR3370. En este caso, la presencia de asas de histéresis en esta 

dirección se ha correlacionado con un procesos de tolerancia o “down regulation” 

de los receptores sobre los cuales el fármaco interactúa y ejerce su actividad 

biológica.32 Este fenómeno puede originarse debido a una sobre estimulación de los 

receptores que se da a concentraciones altas de agonistas, mismas que se 

consiguen en la sangre tras una administración intravascular. 

Por otra parte, en el caso de las administraciones orales, la dirección de las 

asas de histéresis en contra del sentido de las manecillas del reloj muestra que, de 

manera general, durante la fase de absorción los niveles de glicemia no se 

modifican de manera considerable en el caso de la QPZ, sin embargo, para el 

TR3370 desde las concentraciones correspondientes a la fase de absorción, el 

aumento en la glicemia es mayor que para la QPZ a pesar de que la Cmáx de la QPZ 

(28.30 ± 12.79 μg/mL) sea mayor que la de TR3370 (8.40 ± 2.81 μg/mL). Lo anterior 

indica que desde bajas concentraciones del TR3370 se observa un mayor efecto 

farmacológico que con la QPZ. Es probable que esta condición se presente en parte 

como resultado del efecto del primer paso, en el cual el TR3370 es metabolizado 

por el hígado formándose así un metabolito activo del mismo, el cual como se 

determinó experimentalmente, es la QPZ. La formación de metabolitos de 

naturaleza agonista competitivo se ha correlacionado con la presencia de asas de 

histéresis en dirección a favor de las manecillas del reloj;32 sin embargo, después 

de alcanzada la Cmáx, se continua observando un aumento de los niveles de glicemia 

para ambos tratamientos, lo anterior puede deberse a la formación de metabolitos 

que actúen como agonistas parciales competitivos o como antagonistas 

competitivos sobre los mismos receptores en los que actúan la QPZ y el TR3370; 

como se mencionó antes, la formación de los metabolitos desalquilados (formación 

de etilendiamina) de estas moléculas ocasionan la pérdida de actividad su 

hipogluceminate de las mismas con un comportamiento similar a antagonistas 

serotoninérgicos como la ketanserina;57 de esta forma, en conjunto con los estudios 

previos del grupo de trabajo, se puede sugerir que los metabolitos desalquilados de 

estas moléculas presentan un efecto contrario al de las moléculas de las que se 

derivan. Por último, hacia los tiempos finales del experimento se observa, en gran 

parte de las asas, una disminución de los niveles de glucosa, en la mayoría de los 
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casos muy cercano a los niveles basales de glicemia al inicio de la experimentación, 

lo cual puede correlacionarse no sólo con la eliminación de la QPZ y el TR3370, si 

no también con la disminución de los metabolitos mencionados, responsables del 

aumento de los niveles de glicemia. 

 

8.9 Perfil neurofarmacológico 

El conjunto de evaluaciones que conformaron el perfil neurofarmacológico de 

la QPZ y del TR3370 permitieron determinar la actividad de estos compuestos sobre 

el sistema nervioso central, ya que es conocido que los agonistas serotoninérgicos, 

de estructura similar a las moléculas de interés del presente trabajo son empleados 

como sustancias de abuso debido a sus efectos psicoactivos, principalmente la 1-

benzilpiperazina y algunos de sus derivados.13 

Las pruebas realizadas permitieron evaluar el efecto de la QPZ y del TR3370 

sobre la coordinación motora de los animales (Prueba de Rotarod), los efectos sobre 

la actividad exploratoria de los animales (Cilindro de exploración), misma que se 

correlaciona con la actividad ansiogénica (Tablero de hoyos); el efecto sobre la 

actividad motora se determinó mediante la prueba del actímetro. Los datos 

obtenidos de estas evaluaciones se representaron en las Figuras 18 y 19. 

Los resultados obtenidos en la prueba de Rotarod (Figura 18A) indican que 

la  QPZ no presentó efectos significativos sobre la coordinación motora, únicamente 

la dosis de 3 mg/kg del TR3370 presentó efecto sobre la coordinación motora de los 

animales, incrementando el tiempo de permanencia en el vástago del Rotarod. El 

poco efecto observado en esta evaluación resulta congruente ya que dentro de las 

diversas funciones que presenta la serotonina en el SNC, no figura la actividad 

sobre la coordinación motora.59 Por otra parte, dentro de los efectos adversos 

reportados en casos de consumo de derivados de BZP con fines recreativos, se han 

reportado algunas modificaciones en los patrones del movimiento como tirones 

mioclónicos, temblores y movimientos coreoatetoides (movimientos involuntarios, 

lentos y de contorsión),48 los cuales podrían eventualmente modificar la 
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coordinación motora; por lo que se puede decir que ni la QPZ ni el TR3370 producen 

estos efectos a comparación de otros agonistas serotoninérgicos. 

La evaluación de la actividad exploratoria permite estimar la actividad 

ansiogénica o ansiolítica de las sustancias que se evalúan bajo esta prueba. 

Mientras que una reducción en el número de levantamientos espontáneos de los 

animales en el interior del cilindro se considera como una actividad sedante60 y/o 

ansiolítica, un aumento en el número de los mismos se asocia a una actividad 

ansiogénica. De manera complementaria a la prueba del cilindro de exploración, la 

prueba del tablero de hoyos también permite observar la generación o eliminación 

de ansiedad en los animales de experimentación, la cual se correlaciona de manera 

directamente proporcional con la cantidad de hoyos en los cuales el ratón introduce 

la cabeza.39  

Los resultados obtenidos en la prueba del tablero de hoyos (Figura 18C) 

indicaron que sólo a dosis de 10 mg/kg, la QPZ presenta un efecto ansiogénico, al 

ser comparado el número de exploraciones generadas por esta dosis y las 

exploraciones de los ratones control. Por otra parte, en la prueba del cilindro de 

exploración (Figura 18B) se determinó que existe un efecto ansiogénico en todas 

las dosis evaluadas de QPZ que fueron evaluadas. Con respecto al TR3370, se 

observó que únicamente a la dosis de 10 mg/kg, se presentó una diferencia 

significativa en el número de levantamientos en comparación con la del grupo 

control (Figura 18B). Como se había observado en otros estudios conductuales, la 

QPZ tiene actividad sobre el SNC y genera ansiedad sobre los sujetos de 

experimentación.17 En el caso del TR3370, estos efectos se presentan en menor 

medida a las mismas dosis de QPZ, y es hasta una dosis de 10 mg/kg que se 

presenta esta actividad. Dicho esto, se puede decir que la sustitución N-hidroxietilo 

del TR3370 le confiere una menor actividad ansiogénica que a la QPZ, siendo esto 

una ventaja del TR3370 sobre la QPZ. 

Los resultados obtenidos de la determinación del efecto de los tratamientos 

sobre la actividad motora en el actímetro se mostraron en la Figura 19. En el caso 

de los movimientos lentos normales, lentos estereotipados y rápidos normales, no 

se presentaron modificaciones por ninguno de los tratamientos evaluados. Sin 
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embargo en el caso de los movimientos rápidos estereotipados, se presentó una 

disminución significativa de los mismos en el tratamiento con QPZ y con TR337. Los 

movimientos estereotipados son conductas repetitivas que no se encuentran 

relacionadas con estímulos externos y se encuentran asociados a una elevada 

actividad de dopamina, debido a esto, los movimientos estereotipados comúnmente 

se encuentran presentes en pacientes con esquizofrenia. Dentro de los tratamientos 

de este padeciemiento se encuentran los derivados de tioxantinas como el 

flupentixol, clopentixol y zuclopentixol, los cuales bloquean los receptores 

dopaminpergicos y serotoninérgicos en el SNC, lo que disminuye varios de los 

síntomas de la esquizofrenia, entre ellos, los movimientos estereotipados59. Cabe 

mencionar que este tipo de fármacos presentan una porción similar al TR3370, 

correspondiente al anillo de piperazina derivatizado con hidroxietilo, así como una 

porción aromática, lo que puede explicar esta actividad por parte de estas 

moléculas. Tomando en cuenta que una de las reacciones metabólicas del TR3370 

da lugar a la formación de la QPZ, cabe la posibilidad de que los antipsicóticos 

mencionados presenten una biotransformación similar y que en dado caso, ese 

metabolito etilendiamínico también presente actividad farmacológica, basándose en 

el hecho de que la QPZ también redujo de manera significativa los movimientos 

rápidos estereotipados. Adicionalmente, estudios de biotransformación de fármacos 

neurolépticos con residuos de piperazina, muestran la formación de la 

etielendiamina a partir de la piperazina,29 como se observó en los ensayos de 

biotransformación. 

La determinación de los niveles de glucosa sanguínea (Figura 18D) en los 

ratones empleados en el perfil neurofarmacológico no mostró una diferencia 

significativa en los niveles de glucemia de los ratones tratados con respecto a los 

niveles de los ratones control, sin embargo, se observa una ligera tendencia a 

disminuir en los mismos conforme aumenta la dosis de tratamiento. A diferencia de 

las determinaciones de glicemia realizadas en las muestras de ratas de los ensayos 

farmacocinéticos, es posible observar una disminución en los niveles de glucosa en 

los ratones ya que la toma de muestra se realizó por medio de una punción en la 

parte distal de la cola, por lo que la sangre capilar recolectada en esa muestra no 

refleja los efectos hiperglucemiantes de QPZ y de TR3370 observados en las 
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muestras de los ensayos farmacocinéticos. Por otra parte, al comparar los niveles 

de glicemia con los resultados obtenidos en las evaluaciones de cilindro de 

exploración y de tablero de hoyos, se aprecia que, así como se presenta una 

respuesta dosis dependiente en el efecto ansiogénico, también se presenta  esta 

relación para el efecto hipoglucemiante, lo que sugiere que estos dos efectos se 

presentan de manera simultanea para ambos compuestos. 
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9.  Conclusiones 

Los experimentos realizados de manera paralela para la QPZ y para el 

TR3370 permitieron determinar diferencias y similitudes entre sus procesos 

farmacocinéticos y farmacodinámicos. 

Los estudios de permeabilidad permitieron determinar que la constante de 

permeabilidad aparente en el intestino del TR3370 (24.8x10-4 cm/s) es mayor al de la 

QPZ (8.14x10-4 cm/s). 

El experimento de  biotransformación permitió establecer que la QPZ y el 

TR3370 se metabolizan aproximadamente en un 40% durante las primeras 4 horas. 

Además se pudo elucidar tentativamente la posible ruta de biotransformación de 

ambas moléculas, detectándose que el TR3370 da lugar a QPZ desde la primera 

hora de experimentación. 

Los estudios farmacocinéticos permitieron determinar que existen diferencias 

significativas en los procesos de absorción, ya que el TR3370 se absorbe en menor 

cantidad que la QPZ. En cuanto a los procesos de eliminación, no se observaron 

diferencias significativas (α = 0.05) en los valores de TMR entre ambas sustancias, 

sin embargo los valores de kel de QPZ fueron menores que los de TR3370. 

Basándose en los valores de 𝐴𝐵𝐶0
∞, TR3370 mostró una menor biodisponibilidad 

que QPZ.  

Los estudios de correlación farmacocinética/farmacodinamia de ambos 

compuestos mostraron la presencia de asas de histéresis en sentido de las 

manecillas del reloj en el caso de las administraciones intravasculares, mientras que 

las asas en sentido contrario de las manecillas del reloj se presentaron en las 

administraciones orales. 

El perfil neurofarmacológico de ambas sustancias mostró que la QPZ no 

presenta actividad sobre la coordinación motora, mientras que el TR3370 modificó 

esa característica a una dosis de 3 mg/kg, que la QPZ presenta una mayor actividad 

ansiogénica que el TR3370 y que ambos compuestos presentaron una disminución 

de movimientos rápidos estereotipados. 
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Se desarrolló y validó un método para la cuantificación de muestras de QPZ 
y TR3370 para ensayos de permeabilidad y biotransformación por fracción S9 in 

vitro, así como para ensayos farmacocinéticos en plasma de rata. 
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Anexo I. Resultados de la validación del método analítico para la cuantificación de 
QPZ en ensayos de permeabilidad. 

1. Resultados 

1.1  Adecuabilidad 
Tabla 1. Resultados de adecuabilidad del sistema  

Área Altura Tiempo 

599810 35260 3.541 

581193 35146 3.518 

606441 32329 3.591 

617221 32326 3.551 

597004 34581 3.505 

594801 37160 3.526 

Promedio 599412 34467 3.538 

Desviación 12048 1871 0.03 

% CV 2.01 5.4 0.85 

 

1.2 Intervalo lineal 

I n t e r v a l o  l i n e a l  d e  Q u i p a z i n a

p a r a  e n s a y o  d e  p e r m e a b i l i d a d

C o n c e n t r a c i ó n  ( m M )
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Figura 3. Gráfico de intervalo lineal de QPZ y gráfico de residuales de intervalo lineal de QPZ 

1.3 Intervalo de trabajo 

I n t e r v a l o  d e  t r a b a j o  d e  Q u i p a z i n a

p a r a  e n s a y o  d e  p e r m e a b i l i d a d

C o n c e n t r a c i ó n  ( m M )

Á
re

a
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0

2 . 0 1 0 6

4 . 0 1 0 6

6 . 0 1 0 6

8 . 0 1 0 6

 

Figura 4. Intervalo de trabajo de QPZ en ensayos de permeabilidad 

Parámetro Valor 

m 1.241x107 ± 62736 

b -63623 ± 17853 

Ecuación Y = 1.241x107  (X) – 62736 

R2 0.9997 

Tabla 2. Parámetros de la recta de 

intervalo de trabajo 
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Tabla 3. Valores de Recuperación y Repetibilidad para los niveles de concentración del intervalo de trabajo.  

Nivel (mM) Recuperación (%) Repetibilidad (CVr) 

0.007 111.42 – 115.71 % 1.57 % 

0.022 97.27 – 97.72 % 0.22 % 

0.066 93.94 – 104.54 % 4.70 % 

0.2 100.0 – 100.5 % 0.23 % 

0.6 99.83 – 100.33 % 0.2 % 
 

1.3.1 Evaluación de los factores de peso 

 

 

 

 

 

 

1.4 Límites de Detección (LD) y Cuantificación (LC) 

𝑳𝑫 =  
3.3∗ 𝑠𝑏0

𝑚
=  

3.3∗17853

1.241x107 = 𝟎. 𝟎𝟎𝟒 𝒎𝑴           𝑳𝑪 =  
10∗ 𝑠𝑏0

𝑚
=  

10∗17853

1.241x107 = 𝟎. 𝟎𝟏𝟒 𝒎𝑴 

 

1.5 Recuperación y Sesgo 

 

1.5.1 Recuperación 

Tabla 4. Rangos de Recuperación para los niveles de concentración del intervalo de trabajo.  

Nivel (mM) Respuesta Concentración (mM) Recuperación (%) Rango 

 
0.007 

36087 0.0081 115.71  
111.42– 115.71 % 33774 0.0078 111.42 

34980 0.0079 112.85 

 
0.022 

203056 0.0215 97.72  
97.27– 97.72 % 202052 0.0214 97.27 

202973 0.0215 97.72 

 
0.066 

706034 0.0620 93.94  
93.94 – 104.54 % 780263 0.0680 103.03 

793218 0.0690 104.54 

 
0.2 

2431522 0.201 100.5  
100.0 – 100.5 % 2424106 0.200 100.0 

2420778 0.200 100.0 

 
0.6 

7373029 0.599 99.83  
99.83 – 100.33 % 7413944 0.602 100.33 

7403253 0.601 100.16 

Modelo Wi 
Ordenada al 

origen (a)  
Pendiente 

(b) 
r2 Σ %RE 

1 x0 -60919.10 12429368.91 0.999948 0.00000000000000084 

2 1/y1/2 -57780.07 12418859.74 0.999887 0.00000000000000025 

3 1/y -54580.43 12390003.21 0.999650 0.00000000000000047 

4 1/y2 -50084.54 12088951.42 0.997394 0.00000000000000114 

5 1/x1/2 -58851.17 12422609.83 0.999892 0.00000000000000047 

6 1/x -56375.64 12403986.46 0.999707 0.00000000000000066 

7 1/x2 -51867.05 12214508.40 0.998064 0.00000000000000025 
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1.5.1 Sesgo 

 
Tabla 5. Rangos de Sesgo para los niveles de concentración del intervalo de trabajo. 

Nivel (mM) Respuesta Concentración (mM) Sesgo (mM) Rango 

 
0.007 

36087 0.0081 0.0019  
0.0002 – 0.0019 mM 33774 0.0078 0.0002 

34980 0.0079 0.0009 

 
0.022 

203056 0.0215 0.0005  
0.0005– 0.0006 mM 202052 0.0214 0.0006 

202973 0.0215 0.0005 

 
0.066 

706034 0.0620 0.004  
0.002 – 0.004 mM 780263 0.0680 0.002 

793218 0.0690 0.003 

 
0.2 

2431522 0.201 0.001  
0.0 – 0.001 mM 2424106 0.200 0.00 

2420778 0.200 0.00 

 
0.6 

7373029 0.599 0.001  
0.001 – 0.002 mM 7413944 0.602 0.002 

7403253 0.601 0.001 

 

1.6 Repetibilidad 

 
Tabla 6. Resultados de Repetibilidad para los niveles alto, medio y bajo del intervalo de trabajo. 

Nivel (mM) Respuesta Concentración (mM) Recuperación (%) Resultados 

0.6 
(Alto) 

7373029 0.599 99.83 𝒙 = 100.11 % 
sr = 0.21 % 
CVr = 0.2 % 

7413944 0.602 100.33 

7403253 0.601 100.16 

0.066 
(Medio) 

706034 0.0620 93.94 𝒙 = 100.59 % 
sr = 4.73 % 
CVr = 4.7 % 

780263 0.0680 103.03 

793218 0.0690 104.54 

0.007 
(Bajo) 

36087 0.0081 115.71 𝒙 = 113.32 % 
sr = 1.78 % 

CVr = 1.57 % 
33774 0.0078 111.42 

34980 0.0079 112.85 

 

1.7 Reproducibilidad 

Tabla 7. Resultados de Reproducibilidad para el nivel medio del intervalo de trabajo en tres días diferentes. 

 

Día Respuesta Concentración (mM) Recuperación (%) Resultados 

1 706034 0.0620 93.94  
𝒙 =  101.06 % 

sR = 4.34 % 
CVR = 4.30 % 

780263 0.0680 103.03 

2 793218 0.0690 104.54 

803661 0.0698 105.75 

3 778926 0.0678 102.72 

725983 0.0636 96.40 
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Anexo II. Resultados de la validación del método analítico para la cuantificación de 
QPZ en ensayos de biotransformación y farmacocinética. 

2. Resultados 

2.1  Adecuabilidad 
Tabla 1. Resultados de adecuabilidad del sistema  

Área Altura Tiempo 

599810 35260 3.541 

581193 35146 3.518 

606441 32329 3.591 

617221 32326 3.551 

597004 34581 3.505 

594801 37160 3.526 

Promedio 599412 34467 3.538 

Desviación 12048 1871 0.03 

% CV 2.01 5.4 0.85 

 

2.2 Intervalo lineal 

In te r v a lo  l in e a l d e  Q u ip a z in a

C o n c e n tra c ió n  ( g /m L )
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Figura 3. Gráfico de intervalo lineal de QPZ y gráfico de residuales de intervalo lineal de QPZ 

2.3 Intervalo de trabajo 

In te r v a lo  d e  t r a b a jo  d e  Q u ip a z in a

C o n c e n tra c ió n  ( g /m L )

Á
re

a

0 5 1 0 1 5 2 0 2 5
0

5 0 0 0 0

1 0 0 0 0 0

1 5 0 0 0 0

 

Figura 4. Intervalo de trabajo de QPZ en ensayos de biotransformación y farmacocinéticos. 

Parámetro Valor 

m 7028 ± 133.6 

b -919.9 ± 1256 

Ecuación Y = 7028 (X) – 919.9 

R2 0.9942 

Tabla 2. Parámetros de la recta de 

intervalo de trabajo 
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Tabla 3. Valores de Recuperación y Repetibilidad para los niveles de concentración del intervalo de trabajo. 

Nivel (μg/mL) Recuperación (%) Repetibilidad (CVr) 

20 92.20 – 101.09 % 3.81 % 

10 87.65 – 97.29 % 4.68 % 

5 85.37 – 100.39 % 8.15 % 

2 78.83 – 89.70 % 6.18 % 

1 97.03 – 101.78 % 5.16 % 

0.5 95.81 – 116.36 % 9.18 % 

 

2.3.1 Evaluación de los factores de peso 

 

2.4  Límites de Detección (LD) y Cuantificación (LC) 

 

𝑳𝑫 =  
3.3 ∗  𝑠𝑏0

𝑚
=  

3.3 ∗ 1256

7028
= 𝟎. 𝟓𝟖

𝝁𝒈

𝒎𝑳
                   𝑳𝑪 =  

10 ∗  𝑠𝑏0

𝑚
=  

10 ∗ 1256

7028
= 𝟏. 𝟕𝟖

𝝁𝒈

𝒎𝑳
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Modelo Wi Ordenada al 
origen (a)  

Pendiente 
(b) r2 %RE 

1 x0 -2291.59 6822.94 0.995535 0.00000000000000028 
2 1/y1/2 -1814.46 6709.16 0.995112 0.00000000000000410 
3 1/y -1262.93 6546.02 0.993529 0.00000000000000056 
4 1/y2 -380.06 6044.27 0.986974 0.00000000000000359 
5 1/x1/2 -1492.34 6729.13 0.995487 0.00000000000000571 
6 1/x -1020.72 6624.88 0.994202 0.00000000000000063 
7 1/x2 -530.34 6310.22 0.985244 0.00000000000000036 
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2.5  Recuperación y Sesgo 

2.5.1 Recuperación 

Tabla 4. Rangos de Recuperación para los niveles de concentración del intervalo de trabajo.  

Nivel (μg/mL) Respuesta Concentración 
(μg/mL) 

Recuperación 
(%) 

Rango 

 
20 

141225 20.22 101.09  
92.20 – 101.09 % 137279 19.65 98.28 

128728 18.44 92.20 

 
10 

67475 9.72 97.29  
87.65 – 97.29 % 60699 8.76 87.65 

61605 8.89 88.94 

 
5 

29087 4.26 85.37  
85.37 – 100.39 % 34367 5.02 100.39 

28724 4.22 84.34 

 
2 

10159 1.58 78.83  
78.83 – 89.70 % 10176 1.58 78.95 

11688 1.79 89.70 

 
1 

5896 0.97 97.03  
97.03 – 101.78 % 5380 0.90 89.69 

6230 1.02 101.78 

 
0.5 

3169 0.58 116.36  
95.38- 116.36% 2467 0.48 96.38 

2447 0.48 95.81 
 

2.5.2 Sesgo 

 
Tabla 5. Rangos de Sesgo para los niveles de concentración del intervalo de trabajo. 

 

Nivel (μg/mL) Respuesta Concentración (μg/mL) Sesgo (μg/mL) Rango 

 
20 

141225 20.22 0.22  
0.22 – 1.56 μg/mL 137279 19.65 0.35 

128728 18.44 1.56 

 
10 

67475 9.72 0.28  
0.28 – 1.11μg/mL 60699 8.76 1.24 

61605 8.89 1.11 

 
5 

29087 4.26 0.74  
0.20 – 0.78 μg/mL 34367 5.02 0.20 

28724 4.22 0.78 

 
2 

10159 1.58 0.42  
0.21 – 0.42 μg/mL 10176 1.58 0.42 

11688 1.79 0.21 

 
1 

5896 0.97 0.03  
0.02 – 0.10 μg/mL 5380 0.90 0.10 

6230 1.02 0.02 

 3169 0.58 0.08  
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0.5 2467 0.48 0.02 0.02  - 0.08 μg/mL 

2447 0.48 0.02 

 

2.6 Repetibilidad 

 
Tabla 6. Resultados de Repetibilidad para los niveles alto, medio y bajo del intervalo de trabajo. 

 

Nivel (μg/mL) Respuesta Concentración (μg/mL) Recuperación (%) Resultados 

20 
(Alto) 

141225 20.22 101.09 𝒙 = 97.19 % 
sr= 3.71 % 

CVr = 3.81 % 
137279 19.65 98.28 

128728 18.44 92.20 

10 
(Medio) 

67475 9.72 97.29 𝒙 = 91.29 % 
sr= 4.27 % 

CVr = 4.68 % 
60699 8.76 87.65 

61605 8.89 88.94 

1 
(Bajo) 

5896 0.97 97.03 𝒙 = 96.17 % 
sr= 4.97 % 

CVr = 5.16 % 
5380 0.90 89.69 

6230 1.02 101.78 

 

2.7 Reproducibilidad 

Tabla 7. Resultados de Reproducibilidad para el nivel medio del intervalo de trabajo en tres días diferentes. 

 

Día Respuesta Concentración (μg/mL) Recuperación (%) Resultados 

1 56898 8.22 82.24  
𝒙 = 82.5 % 
sR= 4.25 % 

CVR = 5.15 % 

57197 8.27 82.67 

2 53681 7.77 77.67 

59781 8.63 86.34 

3 53301 7.71 77.13 

61605 8.89 88.94 
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Anexo III. Resultados de la validación del método analítico para la cuantificación de 
TR3370 en ensayos de permeabilidad. 

3. Resultados 

3.1  Adecuabilidad 
Tabla 1. Resultados de adecuabilidad del sistema  

Área Altura Tiempo 

548170 54152 3.818 

586041 60043 4.003 

585307 60103 3.898 

570583 62807 3.967 

549585 59118 3.881 

572809 59769 4.106 

Promedio 568749 59332 3.945 

Desviación 16636 2837 0.09 

% CV 2.9 4.8 2.4 

 

3.2 Intervalo lineal 

I n t e r v a l o  d e  l i n e a l  d e  T R 3 3 7 0

p a r a  e n s a y o  d e  p e r m e a b i l i d a d
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Figura 3. Gráfico de intervalo lineal de QPZ y gráfico de residuales de intervalo lineal de TR3370 

3.3 Intervalo de trabajo 

I n t e r v a l o  d e  t r a b a j o  d e  T R 3 3 7 0

p a r a  e n s a y o  d e  p e r m e a b i l i d a d

C o n c e n t r a c i ó n  ( m M )
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a
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m
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c
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Figura 4. Intervalo de trabajo de TR3370 en ensayos de permeabilidad 

Parámetro Valor 

m 1.790 x107 ± 263781 

b -122079 ± 75063 

Ecuación Y = 1.790x107  (X) – 122079 

R2 0.9972 

Tabla 2. Parámetros de la recta de 

intervalo de trabajo 
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Tabla 3. Valores de Recuperación y Repetibilidad para los niveles de concentración del intervalo de trabajo.  

Nivel (mM) Recuperación (%) Repetibilidad (CVr) 

0.007 164.77 – 169.14 % 1.22 % 

0.022 109.09 – 104.54 % 1.99 % 

0.066 110.61 – 112.12 % 0.64 % 

0.2 88.15 – 89.4 % 0.63 % 

0.6 100.41 – 100.48 % 0.03 % 
 

3.3.1 Evaluación de los factores de peso 

 

 

 

 

 

 

3.4 Límites de Detección (LD) y Cuantificación (LC) 

𝑳𝑫 =  
3.3∗ 𝑠𝑏0

𝑚
=  

3.3∗75063

1.790x107 = 𝟎. 𝟎𝟏𝟑 𝒎𝑴           𝑳𝑪 =  
10∗ 𝑠𝑏0

𝑚
=  

10∗75063

1.790x107 = 𝟎. 𝟎𝟒𝟏 𝒎𝑴 

3.5 Recuperación y Sesgo 

3.5.1 Recuperación 

Tabla 4. Rangos de Recuperación para los niveles de concentración del intervalo de trabajo.  

Nivel (mM) Respuesta Concentración (mM) Recuperación (%) Rango 

 
0.007 

89862 0.012 169.14  
164.77 – 169.14 % 90012 0.012 169.14  

84373 0.011 164.77  

 
0.022 

301270 0.024 109.09  
109.09 – 104.54 % 300629 0.024 109.09 

305179 0.023 104.54 

 
0.066 

1247092 0.074 112.12  
110.61 – 112.12 % 1242180 0.074 112.12 

1221992 0.073 110.61 

 
0.2 

3033714 0.176 88.15  
88.15 – 89.40 % 3039160 0.177 88.30 

3078110 0.179 89.40 

 
0.6 

10769760 0.608 100.41  
100.41 – 100.48 % 10756115 0.608 100.41 

10669366 0.603 100.48 
 

Modelo Wi Ordenada al 
origen (a)  

Pendiente 
(b) r2 %RE 

1 x0 -122081.96 17899457.48 0.997185 0.00000000000000017 
2 1/y1/2 -62313.93 17629835.99 0.996204 0.00000000000000054 
3 1/y -42883.02 17368142.77 0.994252 0.00000000000000025 
4 1/y2 -30638.42 16637850.33 0.986210 0.00000000000000047 
5 1/x1/2 -62251.58 17658010.24 0.996342 0.00000000000000068 
6 1/x -43242.98 17459016.29 0.994625 0.00000000000000000 
7 1/x2 -34128.67 17075978.58 0.986970 0.00000000000000000 
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3.5.2 Sesgo 

 
Tabla 5. Rangos de Sesgo para los niveles de concentración del intervalo de trabajo. 

 

Nivel (mM) Respuesta Concentración (mM) Sesgo (mM) Rango 

 
0.007 

89862 0.012 0.005  
0.004 – 0.005 mM 90012 0.012 0.005 

84373 0.011 0.004 

 
0.022 

301270 0.024 0.002  
0.001– 0.002 mM 300629 0.024 0.002 

305179 0.023 0.001 

 
0.066 

1247092 0.074 0.008  
0.007 – 0.008 mM 1242180 0.074 0.008 

1221992 0.073 0.007 

 
0.2 

3033714 0.176 0.024  
0.021 – 0.024 mM 3039160 0.177 0.023 

3078110 0.179 0.021 

 
0.6 

10769760 0.608 0.008  
0.003 – 0.008 mM 10756115 0.608 0.008 

10669366 0.603 0.003 

 

3.6 Repetibilidad 

 
Tabla 6. Resultados de Repetibilidad para los niveles alto, medio y bajo del intervalo de trabajo. 

 

Nivel (mM) Respuesta Concentración (mM) Recuperación (%) Resultados 

0.6 
(Alto) 

10769760 0.608 100.41 𝒙 = 100.43 % 
sr = 0.03 % 

CVr = 0.03 % 
10756115 0.608 100.41 

10669366 0.603 100.48 

0.066 
(Medio) 

1247092 0.074 112.12 𝒙 = 111.61 % 
sr = 0.71 % 

CVr = 0.64 % 
1242180 0.074 112.12 

1221992 0.073 110.61 

0.022 
(Bajo) 

301270 0.024 109.09 𝒙 = 107.57 % 
sr = 2.14 % 

CVr = 1.99 % 
300629 0.024 109.09 

305179 0.023 104.54 

 

3.7  Reproducibilidad 

Tabla 7. Resultados de Reproducibilidad para el nivel medio del intervalo de trabajo en tres días diferentes. 

 

Día Respuesta Concentración (mM) Recuperación (%) Resultados 

1 1247092 0.074 112.12  
𝒙 =  108.35 % 

sR = 4.28 % 
CVR = 3.96 % 

1242180 0.074 112.12 

2 1221992 0.073 110.61 

1115280 0.069 104.73 

3 1176937 0.072 109.96 

1123472 0.069 100.54 
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Anexo IV. Resultados de la validación del método analítico para la cuantificación de 
TR3370 en ensayos de biotransformación y farmacocinética. 

4 Resultados 

4.1  Adecuabilidad 
Tabla 1. Resultados de adecuabilidad del sistema  

Área Altura Tiempo 

548170 54152 3.818 

586041 60043 4.003 

585307 60103 3.898 

570583 62807 3.967 

549585 59118 3.881 

572809 59769 4.106 

Promedio 568749 59332 3.945 

Desviación 16636 2837 0.09 

% CV 2.9 4.8 2.4 

 

 

4.2 Intervalo lineal 
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Figura 3. Gráfico de intervalo lineal de QPZ y gráfico de residuales de intervalo lineal de TR3370 

4.3 Intervalo de trabajo 
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Figura 4. Intervalo de trabajo de TR3370  en ensayos de biotransformación y farmacocinéticos. 

Tabla 3. Valores de Recuperación y Repetibilidad para los niveles de concentración del intervalo de trabajo. 

Parámetro Valor 

M 14325 ± 258.8 

B 493 ± 2433 

Ecuación Y = 14325 (X) +493 

R2 0.9948 

Tabla 2. Parámetros de la recta de 

intervalo de trabajo 
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Nivel (μg/mL) Recuperación (%) Repetibilidad (CVr) 

20 93.35 – 101.60 % 4.05 % 

10 92.10 – 101.90 % 4.06 % 

5 88.20 – 93.20 % 2.37 % 

2 103.50 – 112.0 % 3.25 % 

1 110.0 – 114.0 % 1.53 % 

0.5 105.3 – 122.0 % 6.02 % 
 

 3.3.1 Evaluación de los factores de peso 

 

4.4   Límites de Detección (LD) y Cuantificación (LC) 

 

𝑳𝑫 =  
3.3 ∗ 𝑠𝑏0

𝑚
=  

3.3 ∗ 2433

14325
= 𝟎. 𝟓𝟔 𝝁𝒈/𝒎𝑳                𝑳𝑪 =  

10 ∗  𝑠𝑏0

𝑚
=  

10 ∗ 2433

14325
= 𝟏. 𝟔𝟗 𝝁𝒈/𝒎𝑳 

 

 

4.5  Recuperación y Sesgo 

4.5.1 Recuperación 

Tabla 4. Rangos de Recuperación para los niveles de concentración del intervalo de trabajo.  

Nivel (μg/mL) Respuesta Concentración (μg/mL) Recuperación (%) Rango 

 
20 

293227 20.42 102.1  
93.35 – 101.60 % 291875 20.32 101.6 

296904 18.67 93.3 

 
10 

146366 10.19 101.9  
92.10 – 101.90 % 141594 9.85 98.5 

132325 9.21 92.1 

 
5 

67018 4.66 93.2  
88.20 – 93.20 % 63340 4.41 88.2 

66221 4.61 92.2 

 
2 

31320 2.18 109.0  
103.50 – 112.0 % 32203 2.24 112.0 

29869 2.07 103.5 

 16483 1.14 114.0  

Modelo Wi Ordenada al 
origen (a)  

Pendiente 
(b) 

r2 %RE 

1 x0 -122081.96 17899457.48 0.997185 0.00000000000000014 
2 1/y1/2 -62313.93 17629835.99 0.996204 0.00000000000000135 
3 1/y -42883.02 17368142.77 0.994252 0.00000000000000025 
4 1/y2 -30638.42 16637850.33 0.986210 0.00000000000000047 
5 1/x1/2 -62251.58 17658010.24 0.996342 0.00000000000000083 
6 1/x -43242.98 17459016.29 0.994625 0.00000000000000439 
7 1/x2 -34128.67 17075978.58 0.986970 0.00000000000000073 
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1 15893 1.11 111.0 110.0 – 114.0 % 

15157 1.10 110.0 

 
0.5 

8243 0.54 105.3  
105.3 – 122.0 % 9315 0.61 122.0 

8792 0.58 115.8 
 

4.5.2 Sesgo 

 
Tabla 5. Rangos de Sesgo para los niveles de concentración del intervalo de trabajo. 

 

Nivel (μg/mL) Respuesta Concentración (μg/mL) Sesgo (μg/mL) Rango 

 
20 

293227 20.42 0.42  
0.32 – 1.33 μg/mL 291875 20.32 0.32 

296904 18.67 1.33 

 
10 

146366 10.19 0.19  
0.15 – 0.79μg/mL 141594 9.85 0.15 

132325 9.21 0.79 

 
5 

67018 4.66 0.34  
0.34 – 0.59 μg/mL 63340 4.41 0.59 

66221 4.61 0.39 

 
2 

31320 2.18 0.18  
0.07 – 0.24 μg/mL 32203 2.24 0.24 

29869 2.07 0.07 

 
1 

16483 1.14 0.14  
0.10 – 0.14 μg/mL 15893 1.11 0.11 

15157 1.10 0.10 

 
0.5 

8243 0.54 0.04  
0.08 – 0.11 μg/mL 9315 0.61 0.11 

8792 0.58 0.08 

 

4.6 Repetibilidad 

 
Tabla 6. Resultados de Repetibilidad para los niveles alto, medio y bajo del intervalo de trabajo. 

 

Nivel (μg/mL) Respuesta Concentración (μg/mL) Recuperación (%) Resultados 

20 
(Alto) 

293227 20.42 102.10 𝒙 = 99.01 % 
sr= 4.01 % 

CVr = 4.05 % 
291875 20.32 101.60 

296904 18.67 93.35 

10 
(Medio) 

146366 10.19 101.90 𝒙 = 97.5 % 
sr= 4.06 % 

CVr = 4.17 % 
141594 9.85 98.50 

132325 9.21 92.10 

1 
(Bajo) 

16483 1.14 114.00 𝒙 = 111.16 % 
sr= 1.70 % 

CVr = 1.53 % 
15893 1.11 111.00 

15157 1.10 110.00 
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4.7 Reproducibilidad 

Tabla 7. Resultados de Reproducibilidad para el nivel medio del intervalo de trabajo en tres días diferentes. 

 

Día Respuesta Concentración (μg/mL) Recuperación (%) Resultados 

1 118821 8.27 82.73  
𝒙 = 92.81 % 
sR= 6.21 % 

CVR = 6.69 % 

146366 10.19 101.93 

2 128359 8.94 89.38 

132325 9.21 92.14 

3 141594 9.85 98.60 

132248 9.21 92.10 
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Anexo V. Relación de los niveles de glicemia con la concentración plasmática de QPZ 
y TR3370. 

Figura 1. Relación entre los niveles de glicemia y la concentración plasmática de QPZ después de 
una administración intravenosa. (●) Niveles de glicemia (■) Concentración plasmática de QPZ. 
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Figura 2. Relación entre los niveles de glicemia y la concentración plasmática de TR3370 después 
de una administración intravenosa. (●) Niveles de glicemia (■) Concentración plasmática de TR3370. 

T R 3 3 7 0  iv  1

T ie m p o  (m in )

C
o

n
ce

n
tr

a
ci

ó
n

 s
a

n
g

u
ín

e
a

 d
e

 g
lu

co
sa

 (
m

g
/d

L
)

C
o

n
ce

n
tra

ció
n

 p
la

sm
á

tica
 (

g
/m

L
)0 6 0 1 2 0 1 8 0 2 4 0 3 0 0 3 6 0

6 0

7 0

8 0

9 0

1 0 0

1 1 0

0

5

1 0

1 5

2 0

2 5

T R 3 3 7 0  iv  2

T ie m p o  (m in )

C
o

n
ce

n
tr

a
ci

ó
n

 s
a

n
g

u
ín

e
a

 d
e

 g
lu

co
sa

 (
m

g
/d

L
)

C
o

n
ce

n
tra

ció
n

 p
la

sm
á

tica
 (

g
/m

L
)0 6 0 1 2 0 1 8 0 2 4 0 3 0 0 3 6 0

6 0

8 0

1 0 0

1 2 0

0

5

1 0

1 5

T R 3 3 7 0  iv  3

T ie m p o  (m in )

C
o

n
ce

n
tr

a
ci

ó
n

 s
a

n
g

u
ín

e
a

 d
e

 g
lu

co
sa

 (
m

g
/d

L
)

C
o

n
ce

n
tra

ció
n

 p
la

sm
á

tica
 (

g
/m

L
)0 6 0 1 2 0 1 8 0 2 4 0 3 0 0 3 6 0

0

5 0

1 0 0

1 5 0

0

5

1 0

1 5

2 0

2 5

T R 3 3 7 0  iv  4

T ie m p o  (m in )

C
o

n
ce

n
tr

a
ci

ó
n

 s
a

n
g

u
ín

e
a

 d
e

 g
lu

co
sa

 (
m

g
/d

L
)

C
o

n
ce

n
tra

ció
n

 p
la

sm
á

tica
 (

g
/m

L
)0 6 0 1 2 0 1 8 0 2 4 0 3 0 0 3 6 0

6 0

8 0

1 0 0

1 2 0

1 4 0

1 6 0

0

5

1 0

1 5

T R 3 3 7 0  iv  5

T ie m p o  (m in )

C
o

n
ce

n
tr

a
ci

ó
n

 s
a

n
g

u
ín

e
a

 d
e

 g
lu

co
sa

 (
m

g
/d

L
)

C
o

n
ce

n
tra

ció
n

 p
la

sm
á

tica
 (

g
/m

L
)0 6 0 1 2 0 1 8 0 2 4 0

9 0

1 0 0

1 1 0

1 2 0

1 3 0

1 4 0

0

5

1 0

1 5

T R 3 3 7 0  iv  6

T ie m p o  (m in )

C
o

n
ce

n
tr

a
ci

ó
n

 s
a

n
g

u
ín

e
a

 d
e

 g
lu

co
sa

 (
m

g
/d

L
)

C
o

n
ce

n
tra

ció
n

 p
la

sm
á

tica
 (

g
/m

L
)0 6 0 1 2 0 1 8 0 2 4 0

0

1 0 0

2 0 0

3 0 0

4 0 0

0

5

1 0

1 5

2 0



 

106 

Figura 3. Relación entre los niveles de glicemia y la concentración plasmática de QPZ después de 
una administración oral. (●) Niveles de glicemia (■) Concentración plasmática de QPZ. 
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Figura 4. Relación entre los niveles de glicemia y la concentración plasmática de TR3370 después 
de una administración oral. (●) Niveles de glicemia (■) Concentración plasmática de TR3370. 
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Anexo VI. Asas de histéresis individuales de los niveles de glicemia con la 
concentración plasmática de QPZ y TR3370 

Figura 1. Asas de histéresis entre los niveles de glicemia y la concentración plasmática de QPZ 
después de una administración intravenosa. La línea punteada indica los niveles basales de glicemia. 
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Figura 2. Asas de histéresis entre los niveles de glicemia y la concentración plasmática de TR3370 
después de una administración intravenosa. La línea punteada indica los niveles basales de glicemia. 
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Figura 3. Asas de histéresis entre los niveles de glicemia y la concentración plasmática de QPZ 
después de una administración oral. La línea punteada indica los niveles basales de glicemia. 
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Figura 4. Asas de histéresis entre los niveles de glicemia y la concentración plasmática de TR3370 
después de una administración oral. La línea punteada indica los niveles basales de glicemia. 
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