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CAPITULO I
INTRODUCCION

Debide a la elevada frecuencia con que se presentan
en nuestro pais las enfermedades infecciosas producidas
por helmintos, aproximadamente el 88% de la poblaciln ore
senta este tipo de parasitosis habiendp regiones donde la
helmintiasis constituye el principal problema de salud pQ
blica (4, 16). Algunos de los medicamentos empleados has
ta el momento presentan diversos efectos tb6xicos, debido
a que los tratamientos para estos padecimientos son pro-
longados yv/o las dosis requeridas son altas para tener
eficacia, es necesario desarrollar féirmacos cue eleven su
eficiencia y gue disminuvan su toxicidad ({(4).

La introduccifn de un nuevo firmaco al arsenal tera-
p€utico requiere de una profunda evaluacibn de su efica-
cia y seguridad, por lo cual se somete a numerosos estu-
dios en animales para conocer sus riesgos y caracteristi
cas farmacol8gicas con el fin de ser administrados al
hombre.

Se considera cue la naturaleza y la intensidad de la
respuesta biol6gica obtenida con un compuesto guimico es-
pecifico en animales y en humanos, se debe no s8lo a ac-
tividad inherente a la estructura molecular, sinoc tambi&n
a las caracteristicas de absorcién v distribucibn, como

procescs fundamentales vara que una substancia nueda lle-



gar al sitio de accidn (24, 25), por consiguiente es im-
portante conocer la absorciftn de las substancias que son
sometidas a los estudios preclinicos para evaluar adecua
damente su perfil de actividad farmacolbgica. Si dicha
substancia se administra inadecuadamente y se absorbe zo
bremente, probablemente no se alcanzarian las concentra-—
ciones requeridas para producir su accibn, v por lo tan-
to los resultados de la evaluacidn farmacoldgica y la de
terminacifn de los efectos t6xicos serian errfneos. Pa-—
ra gue una substancia se administre adecuadamente en la
fase preclfinica debe tomarse en cuenta: su solubilidad,
disolucibn intrinsica, coeficiente de particidn, tamaho
de particula, su coeficiente de permeabilidad, la via y
sitio de administraciftn. Resumiendo 1o anterior, todos
estos factores, segfin Wagner (25} se clasifican como
factores de introduccidn aue el experimentador puede mo-—
dificar y con determinantes para su accifn farmacolfgica.

El 3,5-difenil isoxazol es una substancia nueva con
vosible actividad antihelmintica, se sintetiz6 en el De~
partamento de Quimica Farmac&utica y Productos Naturales
de la Divisifn de Estudios de Posgrado de la Facultad de
Quimica, U.N.A.M. (20). Para cues esta substancia pueda
ejercer su accifn es necesario cue se absorba y alcance
las concentraciones requeridas en el higado donde se en-—
cuentra el agente infectante.

Este trabajo de tesis tuvo como objetivo especifico



el desarrollc de un m&todo analitico por cromatografia de
gas l1lfoauido para cuantificar el 3,5~difenil isoxazol en
fluidos biolb6gicos, para determinar su coeficiente de per
meabilidad vy su grado de excreci8n. El coeficiente de
permeabilidad es una caracteristica de la absorcibn de una
substancia la cual en este caso se determind siguiendo el
método del intestinc invertido de rata (2, 9, 10); y el
grado de excrecibn del 3,5-difenil isoxazol (DIZ) se de-
termind después de su administracibn intraperitoneal en
suspensifn acuosa y en solucifn oleosa a ratones, de es-
tos estudios se podré concluir si el 3,5-difenil isoxazol
presente problemas de permeabilidad y concecuentemente de

absorcibn.



CAFITULO II
GENERALIDADES

Existen reportes de Carr y Durhan acerca de la acti-
vidad antihelmintica de los derivados del isoxazol, como
el 3,5-difenil isoxazol, 3-fenil isoxazol y el 3-aril-
halometil isoxazol, gue demostraron su'actividad cuando
fueron administrados en suspensifn acuosa por via oral a
ratones infectados con ¥N. braziliensies vy con H. nana (2,
4, 14), en dichos estudios observaron que los compuestos
con un fenilo en la posicidn 3 6 5 presentaban actividad
antihelmintica. En base a estas observaciones se sinte-
tizd el 3,5~difenil isoxazol con posible actividad anti-
helnintica, la sintesis se llevd a cabo en el Departamen
to de Quimica Farmac&utica y Productos Naturales de la
Divisibn de FEstudios de Posgrado de la Facultad de Quimi
ca, U.N;A.M. (20). Los estudios de* la evaluacibn de la
actividad antihelmintica v la identificacién de los efec
tos téxicos de dicha substancia, se realizaron en el Ins
tituto Nacional de Parasitologia Animal. En estos estu~
dios de actividad farmaceolbgica se emplearon ratones ma-
chos de 12 a 14 semanas de edad, con un peso vromedio de
30 gramos, la substancia fué administrada en suspensibn
acuosa y en solucibn olecsa, ambas por via intraperito-
neal, se emplearon dosis diferentes de 7.8; 15.6, 31.2,

€2.5 mg/Kg. Estas dcsis Tueron seleccionadas en base a



los derivados de Carr, Durhan (5, 19}, que presentaban ac
tividad antiheimfntica en el intervalo de dosis de 16 a
500 mg/Xg cuando fueron administrados por via oral a ra-
tones infectados.

Para evaluar los efectos tbxicos del 3,5-difenil
isoxazol, se administraron las dosis siguientes: 7.8,
15.6, 31.2, 62.3 mg/Kg en suspensibn acuosa vy en solucibn
ocleosa, ambas por via intraperitoneal a lotes de & rato-
nes sanos, los cuales permanecieron en cbservacibn duran
te 7 dfas y ninguno murié, se sacrificaron y se les rea-
1iz6 la necropsia, no observéndose macroscbpicamente nin-
guna lesibn en los 6rganos principales {(higado, rindén,
pulmones, etc.}, esto indica que la substancia pudiera
ser particularmente atbxica en forma aguda. No se reali-
zaron cortes histoldgicos, ni se determind la dosis letal
50 por gue el propbsito solamente fud evaluar gue las do-
sis administradas no causaran la muerie.

Para evaluar la actiwvidad antihelmintica del DIZ, se

administraron ias dosis siguientes: 7.8, 15.6, 31.2, 62.5

ng/Kg en suspensifn acuosa y en solucibn oleosa ambas por
via intraperitoneal a un lote de 6 ratones infectados con
facciola hepftica. El1 d4ia cero se inoculd cada ratbn,
por via oral con 12 metacercarias v permanecieron en ob-
servacibn. EL tratamiento con el 3,5-difenil isoxazol se
administr6 el 152 dia después del dia de inoculacibn, va

ogue las metacercarias necesitan 14 dfas para llegar al

1°1



hicadoc v empezar a provocar lesiones agudas. Continuaron
en chservacifnr v en el catcorceavo dfa despu&s de la admi-
nistracifn del DIZ, todos los ratones habian muerio; rea-
liz3ndose la necropsia para conocer la causa, se encontrd
gue todos murieron por fasciolosis va que en todes los ca
505 se observé el higadc completamente desecho por la ac-
tividad necrcsante de las fasciclas, ademis de una gran
cantidad de abcesos y hemorragia interna. Esto demostrd
cue el DIZ no tiene efecto antihelmintico al ser adminis-
trado por via intraperitoneal y convendrfa realizar estos
estudios usando otra via de administracifn.

Durante la fase preclfnica del desarrolloc de un nue-
ve farmaco, es necesario conocer los factores gue rigen
la absorcibn, ya que se ha demostrado gue la caracteris-
tica de absorcifin de una substancia est& intimamente re-
lacionada con su acci6n farmacolbgica (3, 24, 25). Ia
absorciftn nos puede dar una pauta para designar cuidado-
samente la dosis v la via ée administracifn mis adecuada
para el estudio vreclfnico, poraue en muchas ocasiones
nc se tiene la respuesta biolBgica esperada y nc es por-
gue la mol&cula carezca de la actividad inherente, sino
debido a que la substancia no tiene caracteristicas f£i--
sicoquimicas v biofarmac&uticas necesarias para atravesar
la membrana y llegar al tcrrente sanguineo para ejercer
su accidn.

La abscrcidn v el coeficiente de nermeabilidad son

<



pardmetros caracteristicos de cada farmaco, por tal razbn
deben determinarse en la etava preciinica para reducir el
tiempc v costo del desarrollo de un nuevo £8rmaco {(13).
Para el estudic de las prepiedades vz mencionadas
’es necesaric desarrcollar un mEtcdo analitico que nos per-
- mita determinar el férmaco v/c sus metabclitos principa-
les en fluidos biclfgicos. EI método seleccicnadec debe
ser sensible, reprcducible, esvecifico ¥ Iineal en el in
tervalo de concentraciones de inter&s biociSgico (2, 6€).

Aspectos Fisicos.

Nombre Quimico: 3,5-difenil isoxazcli.

F8rmula Estructural

o

|

22N
)

FSrmula condensada: clsﬂlloli

Peso Molecular: 221

Punto de FusiSn: 134 -~ 135°C

Descripcitn: Cristales amarillos en forma des agujas

Solubilidad: Inscluble en agua y soluble en disol-
ventos org&nicos

Espectro de Infrarrcijce. (ver pé&g. 35 ).



CAPITULS IIX
PARTE EXPERIMENTAL

En este capitulo se describe el procedimiento sequi-
do para estudiar el grado de excrecifn y el ceceficiente
de permeabilidad del 3,5~difenil isoxazcl, a través de
su cuantificacién en orina, por el mé&tode de cromatogra-
£fa de gas liquido.

3.1. Peterminacién del 3,5~difenil isoxazol en ori-
na y en sclucidn RKrebs Ringer.

3.1.1. Reactivos

El 3,5~difenil isoxazel (DIZ} sintetizadc en el De-
partamento de Quimica Farmacéutica y Productos Naturales

de la Divisibn de Estudios de Posgrado de la Facultad de

gufmica, U.N.A.M., cloroformo, gradoc reactive {J.T. Baker);

Octadecanol, grado reactivo (J.T. Baker); Tetradecanol,
grado reactivo (J.T. Baker); Etanol, grado reactivo (J.T.
Baker) ; vosfato de sodio dib&sico, grado reactivo (J.T.
Baker); Dicloroetano, grado reactivo (J.T. Baker); Aceta-
to de etilo, grado reactivo {(Merak); Bencenc, grado reac-
tivo (J.T. Baker):; Tolueno, grado reactivo {J.T. Baker);
Cloruro de sodio, grado reactivo (J.T. Baker}; Cloruro

de potasic, grado reactivo (J.T. Baker); Cloruroc de cal-
cio, grade reactivo (J.T. Baker); Fosfato de potasio mo-
nobdsico, grado reactive (J.T. Baker); Sulfato de magne—

sio pentahidratado, grado reactive {(J.T. Baker):; glucosa,



grado reactive (Provain de México,S.8.)}; Twin 88, aceite
de mafiz; Diazepam, grado farmacéutico; Fenil butazona,
grado farmac&utico. Para elaborar las curvas patrbn

se empled orina fresca, libre de £&rmacos, de un pacien
- te clinicamente sano.

3.1.2. Eoauipo.

Cromat8grafc de gases, Varian, Mcdelo 3700, con de-
tector de ionizacidén de flama, columna de vidrioc de 122
¥ 0.32 centfmetros, empacada con SE- 20 al 1% en cromosorb
W.H.P. 80/100; centrifuga clinica, Mcdelo Dymar; Vortex,
Thermoline, Modelo 16715.

3.1.3. Mé&todo.

El patrfn interno seleccionado como el mas adecuado
en el cromatograffa de gas liguido fu& el octadecanol, el
proceso de operacidn del cromat8grafo fué isotf€rmico para
mayor precisidn, las condiciones de operacibn selecciona-

das fueron las siguientes:

Temperatura de la columna i65°C
Temperatura del inyvector 210°C
Temperatura del detector 210°C
Flujo de nitr&genc 30 ml/min

La relacibn de gases de deteccidn se calibrd a su m&-
xima sensibilidad.

Para la extraccifin del 3,5-difenil isoxazol de flui—
des biol&gicos se probkf la solubilidad en cloroformo, di-

cioroetans, to-ueno, bencenc, acetato de etilo, de los cua

tis



les se seleccgion® el clorocformo como el discivente més
adecuado para la extraccién del 3,5-difenil isoxazcl.

Para llevar a cabo la extracciétn del 3,5-difenil iso-
xazocl de la orina y de las heces, se prepararon una solu-
cifn amortiguadora de fosfatc dib&sicc 0.5 molar v una
solucidn clorofSrmica con el patrdn interno en una con-
centracidén de 25 ug/ml de octadecanocl.

En un matraz de 10 ml se colocd la cantidad de 10 mg
del 3,5-difenil isoxazol, se disolvi86 vy se afor6 con eta-
nol. A partir de esta solucibn cgue contiene 1.0 mg/ml
del DIZ se hicieron diluciones adecuadas con orina para
obtener las concentraciones siguientes: 2,5, 5.0, 7.5,
10.0, 12.5, 15.0 pwg/ml con objeto de hacer una curva pa-
tron. En un tubo de ensaye de 10 ml (silanizado)} se co-
loc6 1 ml de orina conteniendo el DIZ, 1 ml de solucibn
amortiguadora de fosfato dibAsico 0.5 molar y 1 ml de
cloroformo. E1 contenido del tubo se mezclé vigorosamen
te en un vortex durante un minuto, se centrifugb a 1000
r.p.m. durante 10 minutos, se separd la fase clorofbrmi-
ca a otro tubo de ensaye de 10 ml {silanizado), el proce-
so de extraccidn se repitif con 1 ml de cloroformo. Los
extractos cleoroffSrmicos se unieron mezclandose vigorosa-—
mente, se transfirid 1 ml de esta solucidn a un frasco
vial con base cfnica al cual se le adicion6 1 ml de la
solucifn clorcfbrmica cue contiene el patrdn interno (25

xg/ml), el cloroformo se evapord a temperatura ambiente

10.



bajc una ceorriente de nitrZzgeno v el rasiduc se reconsti
tuyd con 40 ul de cloroformoc. De esta solucibn se inyec—
tarcn 1.8 a 2.0 xl1 al cromatSgrafo con las condiciones
cromatogrificas indicadas en el incisc 3.1.3., el mé&to-

- do descrito acuf se ilustra en la Figura No. 1.

3.1.4. Linealidad.

Para determinar la linealidad del mAtodo se analiza-
ron curvas patrdn del DIZ en orina, en un intervalo de
concentraciones de: 2.5, 3.0, 7.5, 1¢.0, 13.5, 15.0 ug/
ml siguiendo el m&todo descritc antericrmente.

3.1.5. Porciento de recuperacibn.

Para determinar el porciento de recuperacitn del 3,5-
difenil isoxazol a partir del método descrito se elabora-
ron & curvas patrén 3 en sclucidn clorcfdbrmica contenien—
do el patr6n interno (25 ug/ml de octadecanol) y las otras
tres en soluci6n de orina humana. Se siguib el mé&todo des
crito en el inciso 3.1.3. Todas las curvas se hicieron en
un intervalo de concentracicnes de: 2.5, 5.0, 7.5, 10.0
12.5, i5.0 ug/ml del 3,5-difenil isoxazol.

3.1.6. Reproducibilidad.

La reproducibilidad del mé&todo se evalud analizando
otras & curvas patrbn del 3,5-difenil isoxazol en orina
humana sn un intervalo de concentraciones de: 2.5, 5.0,

7.5, 10.0, 12.5, 15.0 npg/ml durante 6 dias diferentes si-

gquiendc el método descrito del diagrama de la figura Wo. 1.

3.1.7. DLirealidad v Reproducibilidad del m&tecdo ana-

=
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1itico para cuantificar el 3,5-difenil iscxazol en solu-
cibn Krebs Ringer.

La linealidad y la reproducibilidad se evalud anali-
zando 4 curvas patrfn del 3,5-difenil isoxazol en solucibn
Krebs Ringer (12). A partir de la soluciZ®n madre gue con
tiene 1.0 mg/ml del 3,5-difenil isoxazol exn etancl se hi-
ciercn diluciones adecuadas con soluciﬁn de Xrebs Ringer
para cobtener las concentracicnes siguientes: 0.1, 0.2,
0.4, 0.6, 0.8 v 1.0 ug/ml del 3,5-difenil isoxazol, el mé
todo de andlisis fué el mismo gue se observa en el diagra
ma de la Figura No. 1.

3.2. Determinacifn de Diazepam en solucibn Krebs
Ringer.

El Diazepam se utiliz6 comc referercia para comparar
el coeficiente de permeabilidad del 3,5~difenil isoxazol,
dichc f&rmaco se empleo por que se absorbe bien tanto In
Vitro como In Vivo.

3.2.1. Reactivoes.

Los mismos al inciso 3,1.1.

3.2.2, Eguipo.

Los mismos al inciso 3.1.2, la columna empacada con
G.P. al 2% en cromosorb W.H.P. 80/100.

3.2.3. Mé&todo.

El patr6n interno para la determiracién de Diazepan
por cromatografia de gas licuido fu& la Fenilbutazona y

las condiciones cromatogr&ficas seleccionadas fueron las

i2.



siguientes:
Temperatura d=2 la columna 230¢=C
Temperatura Gl inyector 3g0°C
Temperatura del detector 300°C
Flujc de nitr#fgeno 36 mi/min

La relacibn de gases de deteccifn se calibrd a su mid
xima sensibilidag.

El procedimiento para cuantificar el Diazepam en so-
lucidn Rrebs Ringer fué el mismo cue el gque se observa en
el diagrama de la Figura No. 1

3.2.4. Linealidad y Reproducibilidad del Método.

Para evaluar la linealidad y la reproducibilidad del
métode usado para cuantificar el Diazepam en cromatogra-
ffa gas ligquido, se analizaron 3 curvas patrdn de Diaze-—
pam en solucibfn Krebs Ringer en un intervaloc de concentra
ciones de 5 a 25 ug,/ml.

Se separf una solucibn clorof6rmica del patrbn inter-
no de fenilbutazona en una concentracifn de 20 ug/ml.

En un matraz de 10 ml se colocS la cantidad de 10 =g
de Diazepam, se disolvid v se afor# con etancl; de esta
solucifn se hiciercon diluciones apropiadas con solucifn
krebs Ringer para coktener las concentraciones siguientes:
5.0, 10.2, 15.0, 28.3, 25.0 ugs/ml de Diazeram. Para l=
cvantificacibtn de Diazepam en estas soluciones patrdn de
Krebs Ringer se aplic8 el procedimiento indicado en la

Figura No. 1.

i3.



14.

1 ml de 1 ml de sclucion regu-
+ ladora de fosfato di- +
ruestra b4sico 0.5 molar.

1 ml de la solucion
clorofBrmica del pa-
trén interno.

|

Mezclar un minuto

Centrifugar 10 minutos z 1500 r.p.m.

I

Fase cloroffrmica

Fase

acuosa ¥+ 1 ml de solu~

cién clorofBrmica del patrdn
interno

Mezclar un minuto

p.m.

Centrifugar 10 min. a 1000 r.

Evaporar un mililitro

Reconstitnir con 4¢ pl
de cloroformo

Inyectar 1 pl al crcma-|

t6grafo

I

Desechar fase
acuosa

Figura No. 1. Procedimiento general rara cuantificar el 3,5~-Diretil
isoxazel en orina, heces vy en soluci®n serosal.



3.3. Absorcibn In Vivo.

El estudioc de la absorci6n In Vivo del 3,5-Difenil

isoxazol se realizf en ratones, a los cuales se les admi-

nistré por via intraperitoneal una suspensifn acuosa y
una solucidn oleosa ambas conteniendo la misma dosis en
un mililitre de vehiculo.

3.3.1. Material y Reactivos.

Ademis del material mencionado en el incisc 3.1.1.,
se emplearon ratones machos limpios de cepa Taccni de 12
a 14 semanas de edad con un neso promedio de 39 gramos.

3.3.2. HMé&todo.

Para este estudio se usaron dos formulacicnes, una
suspensifn acuosa y una solucibn oleosa, el contenido de
cada una de las formulaciones se vresenta en la Tabla I,

Para este estudio se emplearon 24 ratones, los cua-
les se pesaron y se dividieron en dos grupos. Ea el pri
mer grupo de 12 ratones a los 4 primeros se les adminis-
trS una suspensibn acuosa vor via intraperitoneai en do-
sis diferentes: 7.8, 15.6, 31.2, 62,5 mg/Xg del DIZ, a
los siguientes 6 ratones una dosis de 31.2 mg/Kg de la
misma substancia en suspensibn acuosa, dejandc I como
testigo sin administrar =1 producto (8 vy 12). 21 segun-
do grupo de 12 ratones se les administraron las mismas
dosis por la misma via intraperitoneal vero en solucibn
cleosa, dejando también 2 ratones testigo (No. 20 y 24),
posteriormente a la administraci®dn, se colocarcn indivi-

dualmente en jaulas metab6licas para colectar 13 orina

i15.
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v las heces. Los tiempes cde coleccifn de muestras
na v de heces se presentan en la Tabla II.

De los primeros 8 ratcnes de ambos grupos se colectd
la orina v de los siguientes 4 ratones de ambos grupos se
cclectaron las heces. Tanto las muestras de orina como
las muestras de heces se analizaron sicuiendo el mé&todo

descrito en el diagrama de la figura ¥Noc. 1.

TARI:Z I. Contenido de las Formulaciones administradas en

suspensidn acuosa y en solucifin oleosa.

3,5-Difenil isoxazocl 312 mg
Suspensitn Acuosa Twin 80 8.1 ml
Aqua destilada c.b.p. 12.0 ml
3,5-Difenil isoxazol N2 g
Sclucitn Oleosa Aceite de maiz c.b.o. 10.0 ml




TRBLA II. Tiempos de muestreo para la coleccidn de orina
v de las heces despuds de la administracibn
intraperitoneal del 3,5-Difenil isoxazol en

suspensidn acuosa y en sclucibn oleosa, a ta-

tcnes.
Formulacitn No. RatSn Dosis Tiempo  Muestra
(mg/Kg) (horas)
i 7.8 5 - 72 Orina
2 15.6 g - 72 b
3 31.2 8 - 72 »
4 62.5 9 - 72 »
Suspensién 5 31.2 0 -48 "
Acuosa 6 " 0 - 48 d
7 n g ~ 48 "
8 - 6 - 48 i
2 3t.2 g - 72 Heces
10 " g - 72 "
i1 " g - 72 »
1z - 0 - 72 u




18.

Continuacifin

Tiempos de muestrec para la coleccidn de orina
v de las heces despu€s de la administracibn in-
traperitoneal del 3,5-Difenil isoxazol en sus-

pensidn acucsa v en sclucibn olecsa, a ratones.

Solucitn

Oleosa

FormulacidSn No. Ratsn Dosis Tiemco  Muestra
{mg/Rg) (horas)
i3 7.8 0 - 72 Orina
14 1=.6 0 - 72 "
15 31.2 0 - 72 n
1 £Z.5 0 -~ 72 "
17 31.2 0 - 48 n
18 31.2 0 - 48 u
19 " 0 - 48 "
25 - 0 - 43 "
21 21.2 0 - 72  Heces
22 n 0 - 72 "
23 - 0 - 72 "
24 " 0 - 72 "




3.4. BAbsorcifn In Vitre.

Para estudiar la absorcifn In Vitrc de 3,5-Difenil
isoxazol se emoled el mé&tode del intestino invertido de
rata (9); el Diazepam se utiiizf como referencia apra eva
luar v comparar =l coeficiente de permeabilidad de 3,5-
Difenil isoxazocl.

3.4.1., Material y Reactivos.

2l material v los reactivos va mencionados en el in-
ciso 3.1.1l., adexis de ratas machos de cepa Winstar de un
pesc promedic de 220 gramos.

2.4.2, Eguipo,.

El aparato Sel mé&todo d=1 intestine invertido de ra-
ta descrito oricinalmente por Crane y Wilson (10) como el
cue se observa en la figura Wo. 2 y el edguipo ya menciona
do en el inciso 3.1.2.

3.4.3. Mé&tcdo.

Como lo indica la té&cnica descrita vor Chowhan v
Amarc se dej6 sin alimentc a una rata macho de un peso
vromedio de 220 gramos durante 18 horas vermiti&ndole el
libre acceso al zagua. La rata se sacrifics con &ter, se
le extrajo el intestino delgado coloc&ndolo en una caja
de petri con sclucibn Krebs Ringer, se lavd con 40 mili-
litres de la misma solucibn, se ligh uno de los extremos
con un pedazo de catgut # 000 v con una varilla de wvidrio
de punta roma se invertid el intestinc, se cortaron seg-

mentes de 10 cerntimetros de la porcifn del yevunc del in
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testino de rata v a cada segrmento se le intzzdujo una cé-

nula de polietilenc zerforado, se ligarcn ambos extremos
como se muestra en la figura No. 2.

En un tubo de ensaye de 50 mililitres se colocaron
40 mililitros de la solucifn Rrebs Ringer v se adiciona-

ron 200 11 de la sclucidn cue contenfa 1 momi del 3,5-

Difenil iscxazol vTara obtener una concentracién de 5 ug/ml,

se mantuvo la temperatura constante a 37°C, la aereacibn
se llev8 a cabo por medic de una mezcla de eoxigeno y

»

ditxido de carbonoc (95:5) a una velocidad de 10 a 30 mili
litros por minuto, bajo la agitacidn constante, posterior
mente se sumergid 21 intestino invertido =n el tube de
ensaye, se colocarcn 2 mililitros de la solucibn Xrebs
Ringer en el saco del intestino invertido, transcurridos
20 minutos se extrajc la soluci®n serosal, se lav&é con un
mililitro de solucifn v se afadieron otros 2 mililitros
de la sclucifn Krebs Ringer. Este procedimiento se re-
pitid durante 5 veces a intervalos de 290 minutos (en 1008
minutos). Las muestras se analizaron siguiendo el mé&todo
descrito en la seccifn 3.1.3.

El prccedimientc segudio experimentalmente para es-
tudiar la absorci6n In Vitro del diazepam fu€ el mismo
del intestino invertido de rata como se mencionf anterior
mente. En otro tubc de ensave de 50 mililitros se cocloca

ron 40 mililitros de la solucifn Krebs Ringer v se adicioc

naron 4 niligramos de Diazevpam wara obtener una concentra

20.



cifin de 100 uag/ml, se trabaijh en lzs miamas condiciones
va mencionadas, se sum=2rgid la porcibn del intestino in-
wertido en el tubo de ensaye v se colocaron 2 mililitros
de la solucifin Krebs Ringer en el saco del intestino in-
vertido. Transcurridcs 20 minutos se extrajo la solucibn
serpsal, se lav6 con um mililitro de solucibfn y se ahadie
ron otros 2 mililitros Je solucifn Krebs Ringer. Este
proceso de toma de muestra se repitib durante 5 veces a
intervalos de 20 minutos (en 100 minutos).

Las muestras fuercn analizadas siquiendo el método
descrito de cromatograffia de gas lfcuido en la seccifin

3.2.3., figura No. 1.
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CAPITULO IV
RESULTADSS

4.1. Métcdo analitico.

En esta parte se presentan las condiciones cromato-
gréficas, la linealidad, el pcroiento de recuveracibn v
la reprcducibilidad obtenida de la validacifn del métcdo
analitico para cuantificar el 3,5-Difenil isoxazol en
orina v en solucifn Xrebs Rincer.

4.1.2., Condiciones Cromatcgréficas.

Para conocer 1las condicicnes cromatecagr&ficas del DIZ
se invectS al cromatBgrafo una sclucibén clorofbrmica con

una ccrncentracién de 100 pg/mi del DIZ hasta tener las

condicicnes cromatocrificas adecnadas para la cuantifi-
cacifn el DIZ (temperatura de l1a columna 165°C, temrcera-
tura del invector 210°C, temperzatura del detector 210°C
flujo de nitrSgenc 30 ml/minj. En la figura No. 3 se pre
senta un cromatograma tinico cue se cbtuvoc al analizar
una rmuestra clorofdrmica del ZIZ. En la ficura No. £ se
presenta un cromatocyrama del DIT7 al analizar una muestra
clorgffrmica con el patrdn interno (octadecanol) se sell
la con el nfimero I el pico del wmatrdn intermo con un tismo
de retencitn de 4.0 minutos, con el nfmero IT el DIZ con
un tiemus de retencién de 8.30 minutos.

4.1.3. Linealidad del né:tcdo Analitico.

-

Para conocer la linealidad Jol métedo analitico en
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Regnuesta

Figura No.

3.

minutos
Cromatcyrama del 2IZ2 (I) corn =n tiempc de re-
tencidn de 8.3 minutos, en una columna SE-3C
al 1% sobre cromosorb W.H.P. E5/100, 2 una

temmeraturn de la columna de 1653°C.
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Respuesta

Ficura No. 4. Cromatograma del DIZ {I) con tiemoo de reter-—
cion de 2.3 minutos, v del estindar interno

{11} cor un tiemmo de retencisdn de 4.0 minctoz.



el intervalo de concentraciones de 2.5 a 15.0 pg/ml, se
realizaron un total de 6 curvas patrén del 3,5-Difenil
ispoxazol en orima, las cuales fueron analizadas para ob-
tener el coeficiente de correlacidn {(r}. Mediante el
andlisis de minimos cuadrades utilizandc la relacifn de
alturas se obtuvo la ecuacifn de la linea recta comn pen
diente (m) vy el intercepto al origen (b} de cada una de
las curvas patrfn. En la Tabla III se puede observar la

correlacién de cada una d= las curvas patrdn (r = 0.99),

z-J

esto indica cue 21 método tiene buena linealidad en el
interwvalo de congcentraciones de: 2.5, 5.0, 7.5, 1G.0,
12.5, 15.0 ug/rl del DIZ. Zn la figura No. 5 se presen-—
ta una curva patrén del DIZ en orinz.

4.1.4. Porciento de Recuveracisn.

Para obtener el porciento de recureracitn del 3,5-
Difenil isoxazel en orina, en el intervalo de concentra-—
ciones de 2.5 a 15.0 pwg/mil, se realizarcon & curvas pa--—
trén del DIZ, 3, en cloreformo v 3 on corina. Las curvas
patrfn tanto las de clorofcrmo cone las de orina fueron
cstudiadas mediante un anflisis de minimes cuadrados uti
lizando la relacifn de alturas se obtuvo la ecuacidn de
la lfnea recta con nendiente (m), intercepto al origen

iL} de cada una de las curvas matrdn; relacionandc la

nendicrnte de la curva nabtrfn en cleroformo al cienver--—
ciant v con lz rendiente de la eurva matrén en orina se

star 2l norzionto de roeureracidn rara cada curta pa-



Coeficiente de correlacibn y curvas de regre-
sifn lineal obtenidad por el m&tcdo de mini-
mos cuadrados a partir de curvas patrbn del

DIZ en orina.

Lo

" Curva Patxfn  Coeficiente de Pendiente Intercepto al
correlacifn (x) {m) Origen (b)
1 0.994 0.0120 0.90001
2 0.999 0.0125 0.001
3 0.996 0.0120 0.002
4 n.995 0.0129 0.006
5 0.998 0.0125 0.006
6 0.997 0.0127 0.006
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Relacidn de alturas [(DIZ/octadecanol)

0.2 ;

Figura No.

5.

Curva patrén ¢

= 0.997)

15.0
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TABLA IV. Porciento de recureracibén del 3,5-Difenil iso-
xXazol zn orina, a nartir de la relacidn de pen-

dientes de las curvas patrfn en cloroformo v en

orina.
Curva patrén Pendiente (m) % de recuperacion
Cloroformo Orina {orina/cloroformo) .
1 0.0121 $0.0124 102.0
2 0.0123 0.0128 104.0 )
3 0.0124 0.0125 100.8
X 102.3




decanol)

2
.
(8]

Relacisdn de alturas (DIZ/octa

5.0 10.6 15.0

rg/ml

Figura No. 6. Porciento de recuperacifn del BIZ en orina. A

en CHC1. {(r = 0.999), B en orina {(r = 0.9%8).
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trén en orina. CJcmo puede chservarse en la Tabla IV el
porcientec de recuperacifn es de 102 + 2%. En la figura
No. 6 se presenta una curva patrbn en cloroformo y una
en orina con un cceficiente <e correlacibn de 0.999 v
0.85%8 respectivanente.

4,1,5, Reprcducibilidad del Mé&tcdo Analitico.

Pzra conocer la reproducibilidad del método analfti-
co, se analizarc: un total de & curvas patrdn del 3,5-Di-
fenil isoxazol en orina (concentraciones de 2.5 a 15 ug/
ml del DIZ). En la Tabla ¥V se presenta la revroducibi-
lidagd del método analitico obtenida de la relacibn de al
turas en los diferentes intervalos de concentracifn de
las ecurvas patrSn del DIZ en orina efectuadas en diferen
tes dfas, se calculf la media aritmBtica (X), la desvia-
cifn estindar {s} v el coeficiente de variacifbn expresa-
do en norciento, en el interwvalo de concentraciones de:
; 3.0, 7.5, 18.8, 12.5, 15.0 ug/ml del 3,5-Difenil
iscoxazol.

£4,1.6. Linealidad v Reprcducibilidad del Mé&todo
Analitico vara la cuantificacidn del 3,5-Difenil isoxazol
en solucibén Krebs Ringer.

Para conocer la linealidad del métode analitico en
el intervalo de concentracicnes: 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8
wg/ml, se realizaron 4 curvas natrén del 3,5-Difenil iso-
xazol en solucifn Xrebs Ringer, las cuales fueron anali-
zadas para calcular el coeficiente de correlacifn, median

te un analisis de minimos cuadrados utilizando la relia-



TABLE V7. Reprec
gas 1

Difen

duecibilidad
fruido para

il isoxagzol

dias 2iferentes.

del método de cromatografia

la cuantificacibn del 3,5-

en orina, rsalizado en 6

5 et

Concentracibn k=lacitn de alturas (DI% patrbén interno}

.z/ml fecdia (X) Desviacifn CoeFiciente de
f’ fm = 6) zstindar (s} variacitn (%)
{ z.5 2.029 0.002 7.7
i
i 5.0 2,060 0.002 3.1

7.5 Z.086 0.003 3.1

.0 2.116 0.004 3.8

12.5 0.153 0.008 5.4

15.9 D.186 0.004 2.1




zidn de alturas se cktuvo la ecuacifin de la Iirnea recta
con pendiente (m), intercepto al origen (b) para cada una
de las curvas patrén como puede sbservarse en la Tabla ¥I
la correlacifn de cada una de las curvas patrZfn es mavor
3e 0.97 en el intervalo de concentraciones de:z 0.1, 0.2,
Z.4, 0.6, .8 pg/ml 2=l 3,5-Difenil isoxazscl. =n la fi-
gura No. 7 se observa una curva patrfn del DIZ en solu-
cidn Krebs Ringer, con un coeficiente de correlacibn de
2.994,

Para ccnocer la reproducibilidad del m&tcdec se ana-
iizaron las 4 curvas matrfn del DIZ en solucifn Krebs
Ringer descritas anteriormente, se calculd la media arit-
mética (¥X), la desviacifn estfndar {s) v el coeficiente
de variaci®n expresadc en porcientc. Como puede obser-—
varse en la Tabla VII el coeficiente de variacifn pro-
medio obtenido en el intervalo de concentracicnes de:
€.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 ug/ml fu€ 2= 11.6%.

4.2, Linealidad v Reproducibilidad del ¥8todo Ana-
1ftico para la cuantificacibn del Diazepam en solucidn
Krebs Ringer.

Para ccnocer la lirnealidad del mé&todo analftico se
analizaron un total de 3 curvas patrSn de Diazesam en
sclucibn Krebs Ringer las cuales fuercon analiza3das para
obtener el cceficiente de correlacifn. Mediante un ana-
lisis de minirmos cuadrados, utilizando la relaczi®n de al

turas se obituvo la eguacidn de la lfxmea recta con rendien



te {m), intercepto al origen (b} para cada una de las cur

vas patrSn. Como puede observarse en la Tabla VIII la co
rrelaci6n de cada una de las curvas patrén es mayor de
2.99 en el intervalo de concentraciones de: 5.0, 10.0,

© 15.9, 20.0 ug/ml de Diazepam. En la figura No. 8 se ob-
serva una curva patrén de Diazepam en solucifin Krebs
Ringer.

Para conocer la reproducibilidad del método se ana-
Iizaron 3 curvas patrdén de Diazepam en solucibn Krebs
Ringer, de las cuales se cobtuvo la media aritmftica x),
la desviacibn esténdar {(s) v el coeficiente de correla-
cifn expresado en porciento. Como puede observarse en
ia Tabla IX el coeficiente de variaci6én promedio en el
irtervalo de concentraciones de: 5.0, 10.0, 15.0, 20.0

wg/ml fué 3.3%.
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TAEZR VI. CIczficiente de correlacidn v curvas de regre-—

Wi

1% lineal cobtsnidas nor el método de ninimos

cuzdrados a rmartir de curvas natrdn del DIZ en

s> uridtn Xrebs Ringer.

W acotins wh i1

PSS

s i

il T e A T

&
8

-~z Patriin CToeficients d= Pendiente Intercepto de

zorrelacidn i) fm} Origen (B}
1 0.289 0.0024 - 0.009%
Z n.2%93 0.0044 §.onaa
3 0.975 $.3043 0.0036

4 0.994 0.3643 0.00084
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TABLA VII.

Reprcd
gas 1f

Difeni

ucibilidad
cuido para

I iscxazol

del —2todo de cromatografia
la cuantificaciin del 3,3-

en solucifn Krebs Ringer.

Concentracifin Relacidn de altixras (DIZ/Patrdn interno)
sg/ml Media (X) Desvizcifn CoeZiciente de
n=4 estindar variacitn (%}
9.1 2.0004 §.0%2% 20.4
9.2 3.06009 0.02731 106.9
0.4 0.0816 6.0002 13.6
n.6 0.2026 0.60802 7.0
g.8 T3.0N36 G.03592 6.0
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TABLA VIII. Coeficiente de correlacifn y curvas de rezre
sién lineal obtenidas por el métcdo de mini-
mos cuadrados a vartir de curvas patrfn de

Diazepam en solucidn Krebs Ringer.

Curva Pabrfn Coeficiente de Perdiente Intercento de %
correlacién (r) {m} } COrigen (b) %

1 0.994 0.025 - 0.04 g

2 £.392 0.025 - D.05 ;Yi

3 0.994 0.024 - 0.03 %

TABLA IX. Reproducibilidad del m&todo de creomatograffia
gas liguido para la cuantificacifn de Diazepan

en solucidn Krebs Ringer.

3

Concentracibn Relacibn de alturas (Diazepam/Patron :mtemc)f
ug/mi Media (X) Desviacifn Coeficiente de |
n=3 estindar (s) variaciftn (%) }‘

H

5.0 0.093 6.006 6.0 |
10.0 0.208 0.010 4.9 ?

1

15.90 0.310 0.006 2.9

[
L]
15

20.0 0.479 0.007
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£.3. BAbsorciZa In Vive.

Para el estudic de 1z absorcifn In Vivo del 3,5-Dife
nil iscxazol se usaron ratcocnes machos, a ics cuales se les
administraron por via intraperitoneal,dosis diferentes del
3,5-Difenil isoxazcl en suspensibn acuosa v en soluciin
olecsa, se usarcn Gos como testigos (Nos. & y 20). Des-
rués ée la adminisztrzcifn intraperitoneal se colectarcn
nuestras de orina v muestras de heces para cuantificar la
cantidad excretada Gel 3,5-pDifenil isoxazel. En la Tabla
X se mrasenta la cantidad excretada del DIZ en orina Jdes-
pués de 48 y 72 horas de la administracibn intraperitc-—
neal de la suspensi®n acucsa y de la solucifn oleosa. En
la Tabla XI se presenta la cantidad excretada del DIZ en
heces despufs de 72 horas de la administracifn intraperi-
toneal de una dosis de 31.2 mg/kg en suspensifn acucsa ¥y
en solucibfn oleosa.

4.4. Absorcifn In Vitro.

Para conocer la absorcifin In Vitro del 3,5~-Difenil
isoxazol se determin®d su coeficiente de permeabilidad ror
el mé&todo del intestino invertido de rata, al mismo tiem—
po se determiné la cermeabilidad del Diazepam cue fu& uti
lizado como referencia. En las Tablas XII v XIII se pre-
sentan 1os coeficientes de permeabilidad del DIZ y del
Diazepam respectivarente, se calcularon mediante la ecua
cibn de Fick empleando los micregramos transferidos acumu
lados en segmentos Je 10 centfimetros de la sorcibn del ve

vuno del intestine invertideo de rata.



TABLA X. Cantidad excretada del DIT en orina después de
la administracifn intraperitoneal d=l DIZ en
diferentes dosis en suspensifn acuosa y en so-
lucibn wlecsa.

Forrulacifa No. Ratén Dosis Microgramos excretados en orina

{mg/Kg) 48 horas 72 horas
1 7.8 -
2 15.6 2.3
3 31.2 2.97
Suspensién 4 £2.5 i2.4

ZJAcuosa 3 31.2 -

a € " 1.1

i 7 " -

! 8 _ _

5 13 7.8 0.69

lf 14 15.6 3.2

; 15 31.2 6.7

; Solucién 16 62.5 14.0

%Oleosa 17 31.2 1.3

}[ 18 " 1.0

1@ 19 " 2.5

J 20 _ _




TABLA XXI. <Cantidad excretada del DIZ en heces depués de
Ia administracifn intrarceritoneal de una dosis
de 31.2 mg/kg en suspensibn acucsa vy en solu-—

<ifn oleosa.

3

Forrulacifn No. Ratfn Micrograzos excretados del DIZ en heces
72 horas
9 761.5
Suspensidn 10 872.9
¢ Aouosa 11 623.6
12 testico
X 752.7
s 101.1
-
21 833.7
Solucitn 22 780.4
Gleosa 23 794.6
24 testico
X 802.9
s 22.5
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reproducible, exacie v lineal en el intervaleo de conoen-—
tracicnes en que van a2 ser analizadas las muestras ($,23).
En este trabajo se emnpiesd el méicdo de cromatografia
gas 1fcguido, va cue es un método cue nos vermite cuanti-
ficar =21 3,5-Difenil isoxazocl en concentraciones del or-
den de microgrames por mililitro en un wolumen relativa-
mente pequefio de muestra.

Los resultados obtenidos del métodoc analitico son sa
tisfactorios comc se puede cobservar en 1z seccibn de re-
sultados. ILa linsalidad del m&todo en tocdas las curvas
patrdn del 3,5-Difenil isoxazol en orina, analizadas, es
adecuada, pues se obtuvo un coeficiente de correlacidn ma
yvor de 2.99 y en las curvas zatrbn analizadas en sclucién
Krebs Ringer el coeficiente de correlaciln fué ﬁayef de
0.97. En cuanto al porcientc de recuperacibn del 3,5-
Difenil isoxazol de orina se obtuvo el 102 + 2%. L3 re-
producibilidad del método analftico del 32,5-Difenil isoxa-

zol en orina fué€ a2decuado con un coeficiente de variacifn



promedio de 4.2%8 =n el intervalo de concentraciones: 2.5,

5.0, 7.5, 10.0, 12.5, 15.0 .z ml vy en solucidn Krebs Ringer

el coeficiente de variacidn promedio fué de 11.6 en el in-
tervalo de concentraciones de: 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8
xg/ml.

El método anzlftico varz la cuantificacifn de Diaze-
pam en solucifn Krebs Ringer “ué€ satisfactorio comc se ob-
gserva en la seccin de resultados, el coeficiente de corre-
lacifn fu& mavor de 0.99 v en las 3 curvas analizadas se
obtuvo un coeficiente de variacibn vromedio de 3.3% en el
intervalo de concentraciones de: 5.0, 15.0, 15.0 y 20.0
ug/ml.

5.2. Estudioc In Vivo.

La cantidad excretada del 3,5-Difernil isoxazol en
muestras de orina v heces, desvufs de lz administracidn
intraveritoneal a ratones, de las siguientes dosis dife-
rentes: 7.8, 15.6, 31.2, 62.3 ng/kg del 3,5-Difenil iso-
xazol en dos formulaciones: suspensifn acuosa y solucibn
olecsa. En ambos casos no se excreta en 1a orina més de

1% del DIZ administradc. En la figura No. 9 se

1.2 X 107
presenta la relacifn lineal entre la deosis administrada
del DIZ (7.8, 15.6, 31.2, 62.5 mg/kg) en solucibn olecsa
Y la cantidad excretada en orina, se obtuvec un coeficien
te de correlacibn de 0.92, indicando cua el DIZ sigue en
este intervalo de &dosis (7.8, 1S5.6, 31.2 v 62.5 mg/kqg)

-

una farmacocinéticz= lineal (12, 24). En 1z figura Xeo. 10



s& observa cue existe una tendenciz hacia la relacidn I1i-
neal entre la dosis adrinistrada &=l DIZ (7.8, 1i5.6, 31.2,
£2.5 mg/kg) en suspensifn acuosa v la cantidaZ excretada
en orina a las 72 horas, se obtuvc un coeficiznte de co-—
rrelacifn ce $.96. L= cantidad excretada pro—edio en las
heces en las primeras 72 ioras desztufs de la aZministra-

cifn intraceritoneal a & ratones &= una dosis Zfe 31.2 mg/

kg del DIZ en suspensifn acuosa y Iz misma dcsis en sclu-

)

cifn oleosa, fué de 752 + 101.1 v E23 % 22.60 microgramocs
respectivamente, el comparar estos rasultados se observa
gue no hay diferencias estadisticamente significativas emn
la cantidad excretada pronedio en kz=ces del DIZ entre am-
bas formulaciones, peroc las desviaciones esténizar son di-—-
ferentes estadisticamente (p<0.05)}, 1o cual inZica gue al
administrar el DIZ en solucifn olecsa hay una z2bsorcién
mas uniforme. La cantidad excretada del DIZ fznto en ori
na como en heces es muy wecuefia en relacidn a L=z dosis
administrada, lo cual vuede deberse a cue el DII presente
una absorcifn muy pobre.

5.3. Estudio In Vitre.

Actualmente existen numerosos reportes acsrza del mg
todo del intestino invertido de rata, es un m&izido valio-
so para predecir las caracteristicas de absorcifn de una
gran variedad cde firmaco (24).

Kaplan v Cotler (13) encontraron cue los cz-ouestos

P

gue exhiben ur» tiemmo de retrazo (t “33) de 3 2 18 minu~

46.



ug excretados del DIZ en orina a las 72 horas

20. 04

10. 04

i i 'y

FPigura No. 9.

20.0 40.0 60.0

Dosis (mg/kg)

Relagcién entre la dosis (mg/kgl administrada a
ratones mor via intraveritoneal en solucibn
coleosa v la cantidad excretada en orina a las

72 horas.
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ng excretados del DTZ en orina a lamk 72 horas

20.0

10.0¢

i

20.0 40.0 60.0

Figura No. 18.

Dosis {mg/kg)

Relacifn entre la dosis (mg/kg) administrada a
ratones por via intraperitoneal en suspensidn
acuosa v la cantidad excretada en orina a las

72 horas.
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tos v un ceoeficiente de permeabilidad de 0.009 a 0.04 ml/
min, no presentan problemas de absorcibn cuando se reali-
zan estudios Iz Vivo, sin embargo los compuestos que exhi-

ben un tiempo de retrazo {t } mayvor de 60 minutos y un

lag
coeficiente de =ermeabilidad muy pequeno, presente proble
mas de absorcifm cuando se realizan estudios In Vivo, lo
cual indica aue la caracteristica de permeabilidad es im-
portante para predecir la absorcibn de un Ff&rmaco.

En esta wmarte del trabajo se estudif la permeabili-
dad del 3,5-Difenil isoxazcl y la permeabilidad del Dia-
zepam se utiliz& como referencia. Se encoentrd cue el
DIZ tiene un cceficiente de permeabilidad de 0.0012 +
0.0008 ml/min, =1 coeficiente de permeabilidad se calcu-

*16 mediante la ecuacibn de Fick como se indica a conti-

nuacién usande mna sola concentracidn obtenida a los 100

minutos, ver Takla XII.

as = kA (G, — C)) ——————-—- 1

dt X

Donde:
do = Zantidad del fdrmaco difundide a través de
la membrana vor unidad de tiempo {ug/min)
k = Constante Gcmz/min)
A = Area de la membrana (cmz)
C_ = Cecncentraci®fn del farmaco en la sclucibn

mucosal (ug./ml)



Concentracifn del farmacce en la solucién

Q
il

serosal {;g/ml)

X Grosor de la membranz {(cm).

Asumiendc cue A y X son constantes durante =21 estudio.

dga =% {C =-C ) =—————- 2
at = s
donde:
o = kA, el cual se conoce como coeficiente de
X

permeabilidad (ml/min).

si C_>>>C
m s

dg = p € ——= - 3
at =
despejando p:
= dc /'fdt
C

substituvendo (ver datos en Tabla XII}

p = 0.506 pg/100 min
4.12 ug/ml

o) 0.0012 ml/min

Como podemos observar el coeficiente de permeabil
dad del DIZ es muv pecuefic comparado con los cceficientes
de mermeabilidad de los f&rmacos estudios por Kaplan v
Cotler (13), lo cual indica cue el DIZ se vuede clasi-
ficar dentro de las substancias cue presentan problemas
de absorcidn.

Como referencia se estudi® el Diacenan, se¢ cncontrd

&

cue exhibe un tiemvo de retrazo (t J de 10 minutos v

lag
un ceeficiente de rvermeabilidad de 0.006 ml/min 51 %

se obtuve grificamente comnr se observa on la ficura No.

58.
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ii. reucrtado por Kaplan y Cotler (13) es de 12

13

L tlag
minutes, es similar al encontrado, sin embargo el coefi-—-
ciente de permeabilidad reportado por estos autores es

de 0.021 ml/min, lo cual indica cue el resultado obteni-
do es inferior, =sto puede ser debido a la gran variacidn
bioldgica. Sin embargo para este trabajo fué satisfacto-

ric puesto gue =1 propbsite fu€ determinar la reproduci-

bilidad del m&todo del intestino invertido de rata.



wg transferidos acumulados de Diazepam por unidad de concentracidn

)

o
.
%3]

N
(5}
id

Py . 3

Figura MNo. 11.

40.0 62.0 80.0 100.8

tiemono (r=in)

Cantidad transferida acumulada de Diaczepam wor
unidad de concentracifn del firmaco en solu-

cifn serosal, en funcifn del tiemno.



CAPITULD VI
CONCLUSIONES

=En relacifin al méteodo analitico se puede concluir

cue mor sus caracteristicas de linealidad v precisiZzn, el

o

m&toio de crematcegraffa gas licuido resulid adecuads para
ser uctilizade en la determinacidn del 3,5-Difenil iscoxazol

en muestras de orina y heces en el intervalo de cocmnzentra
cicnes de: 2.5, 5.0, 7.5, 10.9, 12.5, 15.0 ug/ml v en so
lucifn serosal de: 0.1, 0.2, 0.4, D.6, 2.8 pg/ml.

Zn el estudic In Vivo, en la administracidn intrape-

tonea’l a ratcnes de dosis diferentes del DIZ en sclucidn

sa se encontrd ague existe una relacifn lineal entre

a
gt

1€

P

Ll
0]

ceis administrada vy la cantidad excreiada en orima en

=

a
los intervalos de dosis {7.8, 15.6, 31.2, 62.5 mg/kz.’ del

DIZ, Za farmacocinética del DIZ es lineal =n estas dosis

imnlicando esenzialmente wrocesos cinéticos de prirer or-
den er la abscrcidn, distribucifn y eliminacibn.

En cuanto a la administracidn intrazeritoneal Ze una
dosis fe 31.2 mg/%g en sclucifn clecsa v en suspensifn

acucsz, se encontrd gue en ambas formulacicones no havy di-~

-

ferencias en lLa cantidad excretada, siendc de 803 +

752 + 101.0 .o respectivamente, c¢n heces en las prime-
- - - ’ g

—

ras 72 horas desnufs de su adninistracisn, sin embaron

s

las desviaciones estindar gon Jdiferentes sstadisticz—asan-

3]}

is)



te, cuando el DIZ es administrado en solucibn oleosa, la
excrecifin es uniforme, estos resultados estfin de acuexdo
con lo reportadc en la literatura, donde indican que las
soluciones oleosas son absorbidas uniformemente (16). El
DIZ se excreta en forma inalterada en mayor prororcidn en
heces cue en orina v esto puede ser debido a su liposclu-
bilidad (14). Hasta aqgqui los resultados indicarian cue
el DIZ podria tener problemas de absorcifbn, y/o tener una
vida media biolbcica muy larga.

En el estudic In Vitro se encontrdé que el CIZ tiene
un cceficiente de permeabilidad muy bajo de 0.09012 +
0.0008 ml/min lo cue indica que el DIZ presenta problemas
de abksorcibn, lo cual confirma lo encontrado en el estu-
dio de absorcifn In Vivo. Para determinar tantc la can-
tidad ¥ la velcocidad de absorcifn, como para evaluar la
actividad antiheimfintica y la toxicidad se sugiere que
se haga mediante una administracidn intravenosa, ya cue

el DIZ presenta rroblemas de absorcifn.

54.
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