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CAPITULO I 

INTRODUCCION 

Debido a la ele"Jada frecuencia con que se presentan 

en nuestro país las enfermedades infecciosas producidas 

por helmintos, aproximadamente el 88% de la poblaci6n 9re 

senta este tipo de parasitosis habiendo regiones donde la 

helmintiasis constituye el principal problema de salud pú 

blica (4, 16). Algunos de los medicamentos empleados ha!!. 

ta el momento presentan diversos efectos t6xicos, debido 

a que los tratamientos para estos padecimientos son pro­

longados y/o las dosis requeridas son altas para tener 

eficacia, es necesario desarrollar f~acos que eleven su 

eficiencia y que disminuvan su toxicidad (4). 

La introducci6n de un nuevo fármaco al arsenal tera­

péutico requiere de una profunda evaluaci6n de su ef ica­

cia y seguridad, por lo cual se somete a numerosos estu­

dios en animales para conocer sus riesgos y característi 

cas f arrnacol6gicas con el fin de ser administrados al 

hombre. 

Se considera aue la naturaleza y la intensidad de la 

respuesta biol6gíca obtenida con un cOim;:mesto químico es­

pecífico en animales y en humanos, se debe no sólo a ac­

tividad inherente a la estructura molecular, sino tambi~n 

a las características de absorci6n y distribuci6n, como 

procesos funda~entales oara oue una substancia pueda lle-
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gar al sitio de acci6n (24, 25), por consiguiente es in:­

portante conocer la absorción de las substancias que son 

sometidas a los estudios preclínicos para evaluar adecua 

da'!Tlente su perfil de actividad farmacológica. Si dicha 

substancia se administra inadecuadamente y se absorbe P!?_ 

bremente, probablemente no se alcanzarían las concentra­

ciones requeridas para producir su acci6n, y por lo tan­

to los resultados de la evaluaci6n farmacol6gica y la d!:_ 

terminaci6n de los efectos tóxicos serían err6neos. Pa­

ra que una substancia se administre adecuadamente en la 

fase preclínica debe tomarse en cuenta: su solubilidad, 

disoluci6n intrinsica, coeficiente de partici6n, tamaño 

de partícula, su coeficiente de permeabilidad, la vía y 

sitio de administración. Resu_iniendo lo anterior, todos 

estos factores, según Wagner (25) se clasifican como 

factores de introducción que el experimentador puede roo-

dificar y son determinantes para su acción fa....-:macol6gica. 

El 3,.5-difenil isoxazol es una substancia nueva con 

~asible actividad antihelmíntica, se sintetiz6 en el De­

partamento de Qu!mica Farmac~utica y Productos Naturales 

de la Divisi6n de Estudios de Posgrado de la Facultad de 

Química, U.N~A.M. (20). Para que esta substancia pueda 

ejercer su acci6n es necesario que se absorba y alcance 

las concentraciones requeridas en el hígado donde se en­

cuentra el agente infectante. 

Este trabajo de tesis tuvo como objetivo específico 
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el desarrollo de un n~todo analítico por cromatografía de 

gas líauido para cuantificar el 3,5-difenil isoxazol en 

fluidos biol6gicos, para determinar su coeficiente de pe!_ 

meabili.dad y su grado de excrecí6n. El coef icíente de 

permeabilidad es una característica de la absorci6n de una 

substancia la cual en este caso se determinó siguiendo el 

rn~todo del intestino invertido de rata (2, 9, 10): y el 

grado de excreci6n del 3,5-difenil isoxazol (DIZ) se de­

terrnin6 despu~s de su administraci6n intraperitoneal en 

suspensi6n acuosa y en soluci6n oleosa a ratones, de es­

tos estudios se podrá concluir si el 3,5-difenil isoxazol 

presente problemas de permeabilidad y concecuenternente de 

absorci6n .. 
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CAP::'.:1'ULO II 

GENERALIDADES 

Existen reportes de Carr y Durhan acerca de la acti­

vidad antihelmfntica de los derivados del isoxazol, como 

el 3,5-difenil isoxazol, 3-fenil isoxazol y el 3-aril­

halometil isoxazol, que demostraron su actividad cuando 

fueron ad.Irlinistrados en suspensi6n acuosa por via oral a 

ratones infectados con ~- braziliensies y con H. nana (2, 

4, 14), en dichos estudios observaron que los compuestos 

con un fenilo en la posici6n 3 6 5 ?resentaban actividad 

antihelmfntica. En base a estas observaciones se sinte­

tiz6 el 3,5-difenil isoxazol con posible actividad anti­

helníntica, la síntesis se llev6 a cabo en el Departarne~ 

to de Química Farmacéutica y Productos Naturales de la 

Divisi6n de Estudios de Posgrado de la Facultad de Quími 

ca, U.N.A.M. (20). Los estudios dé" la evaluaci6n de la 

actividad antihelmíntica y la identificaci6n de los efec 

tos tóxicos de dicha substancia, se realizaron en el Ins 

tituto Nacional de Parasitolog1a Animal. En estos estu­

dios de actividad farmacol6gica se emplearon ratones ma­

chos de 12 a 14 semanas de edad, con un peso promedio de 

30 gramos, la substancia fu~ administrada en suspensi6n 

acuosa y en solución oleosa, ambas por vía intraperito­

neal, se emplearon dosis diferentes de 7.8; 15.6, 31.2, 

62.5 rng/Kg. Estas dcsis ~ueron seleccionadas en base a 
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los derivados de Carr, Durhan (5, 19~, que presentaban ac 

tividad antihelr:úntica en el intervalo de dosis de 16 a 

500 mg/Kg cuando fueron administrados por vía oral a ra­

tones infectados-

Para evaluar los efectos t6xicos del 3,5-difenil 

isoxazol, se ad.ministraron las dosis siguientes: 7.8, 

15.6, 31.2, 62.5 mg/K9 en suspensi6n acuosa y en soluci6n 

oleosar ambas por vía intraperitoneal a lotes de 6 rato­

nes sanos, los cuales permanecieron en observación duran 

te 7 días y ninguno muri6, se sacrificaron y se les rea­

liz6 la necropsia, no observándose macrosc6picamente nin­

guna lesi6n en los órganos principales (h:ígado 1 riñ6n, 

pulmones, etc .. }:1 esto indica que la substancia pudiera 

ser particularmente atóxica en forma aquda. No se reali­

zaron cortes histol6gicos, ni se determinó la dosis letal 

50 por que el prop6sito solamente eué evaluar que las do-

sis administradas no causaran la muerte. 

Para evaluar la actividad antihelmíntica del DIZ, se 

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

rog/Kg en suspensi6n acuosa y en soluci6n oleosa arnbas por 

vía intraperitoneal a un lote de 6 ratones infectados con 

fasciola hepática~ El d!a cero se inocul6 cada rat6n, 

por v!a oral con 12 metacercarias y permanecieron en ob­

servaci6n. El tratamiento con el 3,5-difenil isoxazol se 

administr6 el 15~ d!a después del día de inoculaci6n, ya 

que las metacercarias necesitan 14 dias para llegar al 



h1ga~o y empezar a provocar lesiones agudas. Ccntinuaron 

en ::'bservaci6n y en el catorceavo d!a despu~s de la admi­

nistraci6n del DIZ, todos les ratones habían muerto; rea­

liz~ndose la necropsia para conocer la causa, se encontr6 

aue todos murieron por f asciolosis ya que en todos los ca 

sos se observ6 el h!gado co~pletamente desecho por la ac­

tividad necrosante de las fasciolas, además de una gran 

cantidad de abcesos y hemorragia interna. Esto demostr6 

que el DIZ no tiene efecto antihelmíntico al ser adminis­

trado por v!a intraperitaneal y convendr1a realizar estos 

estudios usando otra v!a de administraci6n. 

Durante la fase precl!nica del desarrollo de un nue­

vo =ármaco, es necesario conocer los factores que rigen 

la absorci6n, ya ~ue se ha demostrado que la caracterís­

tica de absorci6n de una substancia est§ intimamente re­

lacionada con su acci6n farmacol6gica (.3, 24, 25). La 

absorci6n nos puede dar una pauta para designar cuidado­

samente la dosis y la vía de administraci6n más adecuada 

para el estudio preclfnico, porque en muchas ocasiones 

no se tiene la respuesta biológica esperada y no es por­

que la mol~cula carezca de la actividad inherente, sino 

debido a que la substancia no tiene características fi-­

sico:;ru.tmicas y biof armac~uticas necesarias para atravesar 

la nembrana y 11egar al torrente sanguíneo para ejercer 

su acci6n .. 

La absorci6n y el coeficiente de nermeabil1dad son 
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par:k:.e~=os caracteristicos de cada f&rmaco, por tal razón 

deben determinarse en la etapa ?recl!nica para reducir el 

tie~pc y costo del desarrollo de un nuevo fármaco ~13). 

Para el estudio de las p=cpiedades ya mencionadas 

es necesario desarrollar un :r-§todo anal!t:.co aue nos per-

mita determinar el fármaco :r./'c sus metabclitos prin.cipa-

les e~ fluldos biol6gicos. E: m~todo seleccionado debe 

ser sensible, reproducible, es9ec!fico y lineal en el in 

tervalo de concentraciones de interés biol6gico (2, 6). 

Aspectos F!sicos. 

Nombre QuL'nico: 3,5-difenil isoxazol. 

P6rmula Estructural 

Fórmula condensada: c15H11 O N 

Peso ~olecular: 221 

Punto de Fusi6n: 134 

Descripci6n: Cristales amarillos en. forma de agujas 

Solubilidad: Insoluble en agua y soluble en disol-

ventas orgánicos 

Espectro de Infrarrojo. (ver pág. 55 ) • 

-r 
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CAPITULO III 

PARTE EXPERLMENTAL 

En este cap!tulo se describe el procedimiento segui­

do para estudiar el grado de excreci,6n y el coeficiente 

de permeabilidad del 3,5-difenil isoxazol, a través de 

su cuantif icaci6n en orina, por el métqdo de cromatogra­

f1a de gas liquido. 

3.1. Determinaci6n del 3,5-difenil isoxazol en ori­

::la y en soluci6n Krebs Ringer. 

3.1.1. Reactivos 

El 3,5-difenil isoxazol (DIZ) sintetizado en el De­

partamento de Química Farmacáutica y Productos Naturales 

de la Divisi6n de Estudios de Posgrado de la Facultad de 

Qufuica, U • N .. A ,.M. , e loroformo / grado reactivo (J. T. Baker) ¡ 

Octadecanol, grado reactivo (J.T. Baker}¡ Tetradecanol, 

grado reactivo (J.T. Baker)¡ Etanol, grado reactivo (J.T. 

Baker) ; 'l!'osfato de, sodio dib:isico, grado reactivo (J. T. 

Baker}; Dicloroetano, ,grado reactivo (J.T.· Baker); Aceta­

to de etilo, grado reactivo {Merr"Jk); Benceno, grado reac­

tivo (J .T .. Baker) .; Tolueno, grado reactivo {J .T .. Baker) ¡ 

Cloruro de sodio, grado reactivo (J.T. Baker}; Cloruro 

de potasio,. grado reacti.vo (J.T. Baker); Cloruro de cal­

cio, grado reactivo (J.T. Baker); Fosfato de potasio mo­

nobásico, grado reactivo (J.T. Baker); Sulfato de magne­

sio pentahidratado, grado reactivo {J .. T. Baker~; glucosa, 
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grado reacti;vo fProvain de M~xico 0 S .. S .. ); Twin 80, aceite 

de ma!z; Diazepam, grado farmacéutico; Fenil butazona, 

grado farmac~utico. Para elaborar las curvas patr6n 

se emple6 orina fresca, libre de fármacos, de un pacien 

te clínicamente sano. 

3.1.2. Eauipo. 

Cromat6grafo de gases 0 Varian, Modelo 3700, con de­

tector de ionizaci6n de flamay colu..~na de vidrio de 122 

X 0.32 centfi~etros, empacada con SE- 30 al 1% en cromosorb 

W.H.P. 80/100; centrífuga clínica, Modelo Dyr.tar; Vortex, 

Thermoline, Modelo 16715. 

3 • l. 3. M~todo. 

El patr6n interno seleccionado como el más adecuado 

en el cromatograf!a de gas liquido fu~ el octadecanol, el 

proceso de operación del cromat6grafo fué isotérmico para 

mayor precisi6n, las condiciones de operaci6n selecciona­

das fueron las siguientes: 

Temperatura de la columna 

Temperatura del inyector 

Temperat:ira del detector 

Flujo de nitrógeno 

165°C 

210°C 

210°C 

30 ml/I'lin 

La relación de gases de detección se calibró a su má­

xima sensibilidad. 

Para la extracción del 3,5-difenil isoxazol de flui­

dos biol6gicos se probó la solubilidad en cloroformo, di­

cloroetano" to-ueno, benceno, acetato de etilo, de los cua 



les se seleccíon6 el cloroformo como el disolvente m~s 

adecuado para la extracción del 3,5-difenil isoxazol. 

Para llevar a cabo la extracci6n del 3,5-difenil iso­

xazol de la orina y de las heces, se prepararon una solu­

ción amortiguadora de fosfato dibásico 0.5 molar y una 

soluci6n clorof6rmica con el patr6n interno en una con­

centraci6n de 25 ~g/ml de octadecanol. 

En un matraz de 10 ml se coloc6 la cantidad de 10 mg 

del 3,5-difenil isoxazol, se disolvi6 y se afor6 con eta­

nol. A partir de esta soluci6n que 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 ¡.1g/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 soluci6n 

amortiguadora de fosfato dibásico 0.5 molar y 1 ml de 

cloroformo. El contenido del tubo se mezcl6 vigorosame~ 

te en un vortex durante un minuto, se centrifug6 a 1000 

r.p .. m. durante 10 minutos, se separ6 la fase clorof6rrii­

ca a otro tubo de ensaye de 10 rol (silanizado), el proce­

so de extracci6n se repitió con 1 ml de cloroformo. Los 

extractos clorof 6rmicos se unieron mezclándose vigorosa­

mente, se transfiri6 1 ml de esta soluci6n a un frasco 

vial con base c6nica al cual se le adicion6 1 ml de la 

soluci6n clorofórmica ~ue contiene el patr6n interno (25 

~g/ml), el cloroformo se evapor6 a temperatura al!l.biente 
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baje 1.,a corrien~e de nitr~eno y el rasiduo se reconsti= 

tuy6 con 40 µl de clorofor!":o. De esta solución se inyec­

tare~ 1.8 a 2.0 ~l al cromat6grafo con las condiciones 

crcmatográficas indicadas en el inciso 3.1.3., el m~to­

do descrito aquí se ilustra en la Figura No. 1. 

3.1.4. Linealidad. 

?ara determinar la linealidad del ~~todo se analiza­

ron curvas patr6n del DIZ en orina, en un intervalo de 

concentraciones de: 2.5, 5.0, 7.5, 10.0, 13.5, 15.0 µg/ 

ml siguiendo el método descrito anteriormente. 

3.1.5. Porciento de recuperación. 

Para determinar el porciento de recuperación del 3,5-

difenil isoxazol a partir del método descrito se elabora­

ron 6 curvas patrón 3 en soluci6n clorofórmica contenien­

do el patr6n interno (25 µg/ml de octadecanol) y las otras 

tres en soluci6n de orina hUl!l.ana. Se sigui6 el m~todo des 

crito en el inciso 3.1.3. Todas las curvas se hicieron en 

un intervalo de concentraciones de: 2.5, 5.0, 7.5, 10.0 

12.5, 15.0 µg/ml del 3,5-difenil isoxazol. 

3.1.6. Reproducibilidad. 

La reproducibilidad del método se evalu6 analizando 

otras 6 curvas patr6n del 3 J,5-difenil isoxazol en orina 

humana en un intervalo de concentraciones de: 2.5, 5.0, 

7.5, 10.0, 12.5, 15.0 µg/ml durante 6 días diferentes si­

guiei:do el m€todo descrito del diagrama de la. figura 'No. l. 

3.1.7. Linealidad v Re?roducibilidad del m~tcdo ana-
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11tico para cuantificar el 3,5-difenil is~xazol en solu-

ci6n Krebs Ringer. 

La linealidad y la reproducibilidad se evalu6 anali­

zando 4 curvas patr6n del 3,5-difenil isoxazol en soluci6n 

Krebs Ringer (12). A partir de la soluci6n madre que con 

tiene 1.0 mg/ml del 3,5-difenil isoxazol e~ etanol se hi­

cieron diluciones adecuadas con soluci6n de Krebs Ringer 

para obtener las concentraciones siguientes: 0.1, 0.2, 

0.4, 0.6, 0.8 y 1.0 µg/ml del 3,5-difeni1 isoxazol, el mé 

todo de análisis fu~ el mismo que se observa en el diagr~ 

ma de la Figura No. l. 

3.2. Determinaci6n de Diazepam en soluci6n Krebs 

Ringer. 

El Diazepam se utiliz6 como referer-cia para comparar 

el coeficiente de permeabilidad del 3,5-difenil isoxazol, 

dicho f árrnaco se empleo por que se absorbe bien tanto In 

Vitro como In Vivo. --
3.2.1. Reactivos. 

Los mismos al inciso 3.1.1. 

3.2.2. Equipo. 

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.. M~todo. 

El patr6n interno para la determinaci6n de Diazepam 

por cromatografía de gas liquido fu~ la Fenilbutazona y 

las condiciones cro~atográficas seleccionadas fueron las 
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siguientes: 

Te!!!peratura de la columna 

Temperatura a~i inyector 

Temperatura del detector 

230°C 

300°C 

300ºC 

Flujo de nitr~geno 36 mlímin 

La relaci6n de gases de aetecci6n se calibr6 a sG m& 

xima sensibilidad. 

El procedimie~to para cua..~tif icar el Diazepam en so­

luci6n Krebs Ringer fue el misno ~ue el que se obser"Ja en 

el diagra.~a de la Figura No. 1 

3.2.4. Linealidad y Reproducibilidad del M~todo. 

Para evaluar ~a linealidad y la reproducibilidad del 

m~todo usado para cuantificar el Piazepar.t en cromatogra­

f ia gas líquido, se analizaron 3 curvas patr6n de Diaze­

pam en soluci6n Krebs Ringer en un intervalo de concentra 

ciones de 5 a 25 µg,/'ml. 

Se separ6 una solución clorof6rmica del patrón inter­

no de fenilbutazona en una concentraci6n de 20 µg/ml. 

En un matraz de 10 ml se coloc6 la cantidad de 10 ;::g 

de Diaze~a~, se disalvi6 y se afor6 con etanol; de esta 

soluci6n se hicieron diluciones apropiadas con soluc~6n 

krebs Ringer para obtener las concentraciones siguientes: 

5.0, 10.0, 15.0, 20 .. 0, 25.0 pg/ml de Diazepam~ Para la 

cuantif icaci6n de Diazepam en estas soluciones patr6n de 

Krebs Ringer se aplic6 el procedimiento indicado en la 

Figura No. 1. 
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1. ml de 1 ml de solucion requ- 1 ml de la solucion 
+ ladera de fosfato di- + clorof6rmica del pa-

nuestra bá'.sico 0.5 molar. tr6n interno. 

1 

Mezclar un minuto 

1 

Centrifugar 10 minutos a 1000 r.p .. m. 1 
1 

1 

Fase acuosa + 1 ml de sol u-
Fase clorofi5rmica ci6n clorof6rmica del patr6n 

interno 

1 
Mezclar un minuto 

l 
Centrifugar 10 min. a 1000 r. 
p.m. 

! 

t T 

Pase clcrof6rMica ~ Desechar fase 

1 
acuosa 

Evaporar un mililitro 

1 
Reconstituir con 40 ¡.¡l 
rio (!1 -

1 
Inyectar 1 µl al croma-
t6qrafo 

Figura N'o. 1.. Procedimie:;to general cara cuantificar el 3,5-Di::::etil 
isoxazol en orina, heces y en soluci6n serosal. 
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3.3. Absorción In Vivo. 

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

isoxazol se realiz6 en ratones, a los cuales se les ad.mi-

nistr6 por vía intraperitoneal una suspensi6n acuosa y 

una solución oleosa ambas conteniendo la misma dosis en 

un mililitro de vehiculo. 

3.3.1. Material y Reactivos. 

Adem~s del material mencionado en el inciso 3.1.1., 

se emplearon ratones machos liMPios de cepa Taconi de 12 

a 14 semanas de edad con un 1?eso promedio de 30 gramos. 

3.3.2. Método. 

Para este estudio se usaron dos formulaciones, una 

suspensi6n acuosa y una solución oleosa, el contenido de 

cada una de las formulaciones se nresenta en la Tabla I. 

Para este estudio se emplearon 24 ratones, los cua-

les se pesaron y se dividieron en dos grupos. En el pri 

mer grupo de 12 ratones a los 4 primeros se les adminis-

tr6 una suspensi6n acuo~a oor via intraperitoneal en do-

sis diferentes~ 7. 8 1 15. 6 1 31. 2, 62 .. 5 mg/Kg del DIZ, a 

los siguientes 6 ratones una dosis de 31.2 mg/Kg de la 

misma substancia en sus:oensi6n acuosa, dejando 2 como 

testigo sin administrar el producto (8 y 12). Al segun-

do grupo de 12 ratones se les administraron las ~ismas 

dosis por la misma vía intraperitoneal pero en solución 

oleosa, dejando ta~bién 2 ratones testigo {No. 20 y 24), 

posteriormente a la ad_~inistraci6n, se colocare~ indivi-

dualmente en jaulas ~et~b6licas nara colectar la orina 



y las heces. Los tiempos de colecci6~ de muestras de ori 

na ~ de heces se presentan en la Tabla II. 

De los primeros 8 ratones de ambos grupos se colect6 

la orina y de los siguientes 4 ratones de ambos grupos se 

cctectaron las heces. Tanto las muestras de orina como 

las ~uestras de heces se a~alizaron siguiendo el ~~todo 

des=~ito en el diagrama de la figura Xc. 1. 

TABL.~ I. Contenido de las Formulaciones administradas en 

suspensi6n acuosa y en solución oleosa. 

Suspensión .Acuosa 

Solrxi6n Oleosa 

315-Di-:enil isoxazol 

Twin 8íJ 

Agua destilada c.b.p. 

3,5-Difenil isoxazol 

Aceite oo maíz c.b.~. 

312 ng 

0.1 rol 

10.0 ml 

312 m:J' 

10.0 rnl 
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7:ABLA II. Tiempos de ~uestreo para la colecci6n de orina 

Fom!ulaci6n 

Suspensión 

Acuosa 

y de las heces después de la administraci6n 

intraperitoneal del 3,5-Difenil isoxazol en 

suspensi6n acuosa y en soluci6n oleosa, a ta-

tones. 

No. Rat6n Dosis Tiempo Muestra 

(ntg/Kg) (horas) 

1 7.8 o - 72 Orina 

2 15 .. 6 o - 72 11 

3 31 .. 2 o 72 " 
4 62.5 o - 72 " 
5 31.2 o - 48 !f 

6 " o - 48 1J 

7 n o - 48 " 
B o - 48 " 
9 31.2 o - 72 Heces 

10 n o 72 " 
11 " o 72 " 
12 o 72 ?l 

17. 



18. 

TABLA T7 --· Con.tinuaci6n 

Tiempos de muestreo ?ara la colección de orina 

y de las heces despu~s de la administraci6n in-

traperitoneal del 3,5-Di~enil isoxazol en sus-

pensión acuosa y en soluci6n oleosa, a ratones. 

Formulaci6n No. Rat6n Dosis Tiempo Muestra 

(r.t.g/Kg) (horas} 

13 7 .. 8 o - 72 Orina 

14 15 .. 6 o - 72 11 

15 31.2 o 72 n 

16 62.5 o - 72 " 
Soluci6n 17 31.2 o - 48 11 

Oleosa 18 31..2 o - 48 u 

19 n o 48 JI 

20 o - 43 n 

21 31.2 o 72 Heces 

22 n o - ... ~ ti 
d,:;. 

23 !l o - 72 " 
24 n o - 72 11 



3.4. Absorción In Vitre: .. 

Para estudiar la absorc~6n In Vitro de 3,5-Difenil 

isoxazol se emple6 el método del intestino invertido de 

rata (9): el Diazepam se ut~iiz6 como referencia apra ev~ 

luar y comparar ei coeficie~te de per.neabilidad de 3,5-

Difenil isoxazol. 

3.4.1. Material y Rea~tivos. 

El material v los reactivos ya mencionados en el in­

ciso 3.1.1., adecás de ratas machos de cepa Winstar de un 

peso promedio de 220 gramos. 

3 .. 4. 2. Ea,uipo. 

El aparato cel m~todo del intestino invertido de ra­

ta descrito ori0inalmente por Crane y Wilson {10) como el 

rrue se observa en la figura ~o. 2 y el equipo ya menciona 

do en el inciso 3.1.2. 

3.4.3. Método. 

Como lo indica la técnica descrita por Chowhan y 

Amaro se dej6 sin alimento a una rata nacho de un peso 

pro~edio de 220 gramos durante 18 horas ~ermiti~ndole el 

libre acceso al agua. La rata se sacrific6 con ~ter, se 

le extrajo el intestino delgado coloc~ndolo en una caja 

de petri con soluci6n Krebs Ringer, se lavó con 40 mili­

litros de la mi~a soluci6n 7 se ligó uno de los extremos 

con un pedazo de catgut # GOO y con una varilla de vidrio 

de punta roma se inverti6 el intestino, se cortaron seg­

mentes de 10 ce~t!metros de la porción del yeyuno del in 

19. 



testino de rata y a cada seg?tento se le int:~dujo una cá-

~ula de polietileno ~erforado, se ligaron ~~nos extremos 

como se muestra en la figura No. 2. 

En U.."'1. tubo de ensaye de 50 mililitros se colocaron 

40 mililitros de la soluci6n Krebs Ringer y se adiciona-

ron 200 ~l de la soluci6n eme conten1'..a 1 r.:.q/nl del 3,5-

Difenil isoxazol ~ara obtener una concentraci6n de 5 ~g/~l, 

se mantuvo la temperatura constante a 37°C, la aereación 

se llev6 a cabo por ::nedio de u~a mezcla de oxígeno y 

di6xido de carbono ~95:5) a una velocidad de 10 a 30 mili 

litros por minuto, bajo la agitaci6n consta.~te, posterior 

mente se sumergi6 el intestino invertido en el tubo de 

ensaye, se colocaron 2 mililitros de la solución Krebs 

Ringer en el saco del intestino invertido, transcurridos 

20 minutos se extrajo la soluci6n serosal, se lavó con un 

mililitro de soluci6n v se añadieron otros 2 mililitros 

de la soluci6n Krebs Ringer. Este procedimiento se re­

yiti6 durante 5 veces a intervalos de 20 ninutos {en 100 

ninutos). Las muestras se analizaron siguiendo el m~todo 

descrito en la sección 3.1.3. 

El procedimiento segudio ex:.:>erimentalnente para es-

tudiar la absorción In Vitro del diazepam fuá el mismo - . 

del intestino invertido de rata como se mencion6 anterior 

mente. En otro tubo de ensave de SO mililitros se coloca 

ron 40 Mililitros de la soluci6n Krebs Rin~er y se adicio 

naron 4 ~iliqra:m.os de Diaze~a~ ~ara obtener una concentra 

20. 



G:i6n de 100 ;,g/ml, se trabaj6 en 'ia.s miamas condiciones 

ya mencionadas, se sll!!:ergi6 la porción del intestino in­

vertido en el tubo de ensaye y se colocaron 2 :rn:i1ilitros 

de la soluci6n Krebs Ri~qer en el saco del intestino in­

vertido.. Transcurridos 20 minutos se extrajo la soluci6n 

serosal, se lav6 con uc mililitro de soluci6n y se añadie 

~on otros 2 ~ililitros ~e soluci6n Krebs Ringer. Este 

proceso de toMa de muestra se repiti6 durante 5 veces a 

intervalos de 20 minut-:::is (en 100 minutos). 

Las muestras fueren analizadas siguiendo el m€todo 

=escrito de cromatogra=ía de gas l!cuido en la secci6n 

3.2.3 .. , figura No. 1. 
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la absorci6n In Vitro uara el DIZ v el Diazen~:!!'.l 
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C:a..PITULO P ... 

RESULTADOS 

4.1. Método Analitico. 

En esta parte se presenta:::¡ las condiciones cro:m3.to-

gráficas, la linealidad, el pc:=-,z::iento de recu-peración. y 

la reproducibilidad obtenida de la validaci-t:n del m~tcdo 

analítico para cuantificar el 3~5-Difenil isoxazol en 

orina y en solución Krebs Rinaer. 

4.1.2. Condiciones Cromatcgráficas. 

Para conocer las condiciones cromatoqráf icas de1 DIZ 

se inyect6 al cromat6grafo una solución clorofórmica con 

una ccncentraci6n de 100 µg/ml del DIZ hasta tener las 

condicicnes cromato0rá:F:f cas ñ<l~cuadai=: '!?ara la cuanti:Ei-

caci6n eel DIZ (temperatura de la colu.~na 165°C, tem~era-

tura del inyector 210ºC, tenperatura del detector 210°C 

flujo de nitr6geno 30 ml/min). En la figura No. 3 se pr~ 

senta un cromatograma típico ~ue se obtuvo al analizar 

una Muestra clorof6rmica del En la figura No. 4 se 

presenta un cromato~ra~a del C!~ al analizar una muestra 

cloroftre-aica con el patr6n interno (octadecanol) se seña-

la con el núrrtero I el pico del ~atr6n interno con un tieJl!lO 

de rete~~i6n de 4.0 ~inutos, ce~ el nú:Mero II el DIZ con 

un tie=~~ de retenci6n de 8.30 ~inutos. 

4.1.3. Lineali~an del ~~t2jo Analitic~. 

?ara conocer la linealida~ ~el ~Gtodo analítico en 
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minutos 

Figura No. 3. Cro~atc~ra~~ det DIZ (I) co~ ~~ ~iempo de re-

tenci6n de 8.3 ~i~utos, en u~a columna SE-3G 

al 1% sobre crom:::;sorb rJ.H.P. S1D/lOO, a :::::ia 

teMueratur11 de JLa :-alumna C:e :'.'..65 ºC. 
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cion de 8.3 ~inutos, v del est~~dar interne 

{II) cor:. u:r. tiD"."'l>Jo de :-etenci6:-:. ce 4.0 !l1im.:t::~. 



el intervalo de concentraciones de 2.5 a 15.0 µg/ml 1 se 

realizaron un total de 6 curvas ~atr6n del 3,5-Difenil 

isoxazol en orina, las cual.es fueron analizadas para ob-

tener el coeficiente de co~relaci6n {r). Mediante el 

análisis de míni~os cuadrados utilizando la relación de 

alturas se obtuvQ la ecuación de la línea recta con pen 

diente (~) y e1 interceoto al origen (b) de cada una de 

las curvas patrtn. En la Tabla III se puede observar la 

correlación de cada una de las curvas ~atr6n (r = 0.99), 

esto indica oue el rn~todo tiene buena linealidad en el 

inter'!.ralo de co::cen traciones de: 2. 5, 5 .. O , 7 • 5 1 10. O 1 

12.5, 15.0 ~g/~l del DIZ. E<l la figura ~o. 5 se presen-

t.a una curva pa:trén del D!Z en orina. 

4.1.4. Porciento de Recuperación. 

Para obtener el norcien:.to de recuperaci6n del 3,5-

jifenil isoxazol en orina~ en el intervalo de concentra-

cienes de 2.5 a 15.0 µg/ml, se realizaren 6 curvas pa--

tr6n del DIZ, 3 1 en cloro-:omo y 3 ~n orina. Las curvas 

natr6n tanto las de clorofc:r.":O cono las de orina fueron 

~st~diadas mediante un aná:isis de ~!ni~os cuadrados uti 

!izando la relaci6n de alt~ras se obtJvo la ecuaci6n de 

la línea recta con oendie~te (m), intercepto al origen 

:;'!::} de cada u~a ::!e las cur~:as "?atrón; relacionando la 

,=ien7 ·v con 13. -::endiente de la cur"~-ra ~atr611 en ::;rina se 

• v• _,., '·"'"'"' 
"'"'- ._ - ~ 
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2ABLA III. Coeficiente de correlaci6n y curvas de regre­

si6n li~eal obtenidad por el método de mfni­

mos cuadrados a partir de curvas patr6n del 

DIZ en orina. 

Curva Patrtn Coeficiente de Pel:rliente Intercepto al 

correlaci6n (r) {m) Origen (b) 

1 0.994 0.0120 0.0001 

2 0.999 0.0125 0.001 

3 0.996 0.0.120 0.002 

4 0.995 0.0129 0.006 

5 0.998 0.0125 0.006 

6 0.99? 0.0127 0.006 

27. 
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TABLA IV. Porciento de recr:.¡~eraci6n del 3 11 5-Difenil iso­

xazol en orina, a ?artir de la relaci6n de pen­

dientes de las curvas l?atr6n en clorofonno y en 

orina. 

CUrva patron Penclie...'1.te (m) % de recuperacion 

Clo::rofo:mo Orir..a (orina/clorofo:i::rro)~ 

1 0.0121 0.0124 102.0 

2 0.0123 0.0128 104.0 

3 0.0124 0.0125 100.8 

l{ 102.3 
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tr6n en orina. Cc~o puede chservarse en la Tabla IV el 

porcienta de recuperaci6n es de 102 + 2%. En la figura 
.... T -

No. 6 se presenta una curva patr6n en cloroformo y una 

en orina con un c~ceficiente de correlaci6n de O. 999 y 

0.998 respectiva~ente. 

4 .. 1.5. Reprcducibilidad del Mt'!todo Analítico. 

Para conocer la reprodu.cibilidad del m€todo anal!ti-

co, se analizare~ un total de 6 curvas patr6n del 3~5-Di-

fenil isoxazol en orina (concentraciones de 2.5 a 15 µg/ 

ml del DIZ). En la Tabla V se presenta la renroducibi-

lidad del m~tcdo analítico obtenida de la relaci6n de al 

turas en los diferentes intervalos de concentraci6n de 

las curvas patr6n del DIZ en orina efectuadas en diferen 

tes d!as, se calC"Jl6 la media aritm~tica (X), la desvia-

ci6n estándar {s} y el coeficiente de variaci6n expresa-

do en oorciento, en el interJalo de concentraciones de: 

2.5 1 5.0, 7.5, 10.0, 12.5, 15;0 µg/ml del 3;5-Difenil 

.i,soxazol. 

4.1.6. Linealidad y ~eproducibilidad del M~todo 

Analítico ?ara la cuantificaci6n del 3,5-Difenil isoxazol 

en soluci6n Krebs ~inger. 

Para conocer la linealidad del método analítico en 

el intervalo de concentraciones: 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 

pg/ml, se realizaron 4 curvas natrón del 3,5-Difenil iso-

xazol en soluci6n Krebs Ringer, las cuales fueron anali-

zadas para calcular el coeficiente de correlaci6n, nedia~ 

te un ana!isis de mínimos cuadrados utilizando la rela-
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TABL..~ V. Repro=~cibilidad del m~todo de cromatograffa 

gas lícuido para la cuantificaci6n del 3,5-

Difenil isoxazol en orina, realizado en 6 

dfas di::e:rentes. 

~ 
J Concent...vaci6n R=-"laci6n de alturas {DIZ patrón interno) 

1 
~ 
1:. 

I:l:Cia (X) Zssviaci6n Coeficiente de 

::- = 6) estándar (s) 'Variación {%} .- ... 

l 
f, 2.5 l J.029 0.002 7.7 

~ 3 .. 0 0: .. 060 0 .. 002 3.1 

} '77.5 

¡ l'C. O 

12.5 

C .. 086 0.003 3.1 

0 .. 116 0 .. 004 3.8 

0.153 0.008 5.4 

~ 
~ 

15.0 3.196 0.004 2.1 



ci6n de alturas se obtuvo la ecuaci6n de la :ínea recta 

con pendiente (m), intercepto al origen {b) para cada una 

de las curvas patr6n ccmo puede observarse en la Tabla VI 

la correlaci6n de caca una de las curvas patr5n es mayor 

de 0.97 en el intervalo de concentraciones de: 0.1, 0.2~ 

G .. 4, 0.6, C.8 µg/ml cel 3,5-Difenil isoxazol. En la fi-

9ura No. 7 se observa una curva patr6n _del DIZ en solu­

ci6n Krebs Ringer, con un coeficiente de correlaci6n de 

2'.994. 

Para conocer la reproducibilidad del m~tcdo se ana­

¡izaron las 4 curvas patr6n del DIZ en soluci6n Krebs 

Ringer descritas anteriormente, se calcul6 la nedia arit­

m~tica (X), la desviaci6n estfuldar (s) y el coeficiente 

de variaci6n expresado en porciento. Como puede obser­

varse en la Tabla VII el coeficiente de variaci6n pro­

medio obtenido en el intervalo de concentraciones de: 

0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 ;.ig/ml fu~ ce 11.6%. 

4.2. Li.~ealidad y Reproducib1lidad del ~~todo Ana­

lftico para la cuantif icaci6n del ~iazepam en soluci6n 

Krebs Ringer. 

Para conocer la linealidad del ~~todo analítico se 

analizaron un total de 3 curvas patr6n de Dia~e9ai~ en 

soluci6n Krebs Ringer las cuales fueron analiza~as para 

obtener el c::ef iciente ce correlaci6n... Mediar:.t.e un ana­

lis is de míni~os cuadrados, utilizanc~ la rela~i5n de al 

turas se obt~~o la ecuación de la l!~ea recta e~~ ~endien 
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te ,Zm) , .intercepto al origen (b) para cada una de las cur 

vas patr6n. Como puede observarse en la Tabla VIII la co 

rrelaci6n de cada una de las curvas patr6n es mayor de 

0_99 en el intervalo de concentraciones de: 5.0, 10.0, 

15.0, 20.0 µg/ml de Diazepam. En la figura No. S se ob­

serva una curva patr6n de Diazepam en soluci6n Krebs 

Ringer. 

Para conocer la reproducibilidad del m~todo se ana­

lizaron 3 cur~as patr6n de Diazepam en soluci6n Krebs 

Ringer, de las cuales se obtuvo la media ari~tica (X}, 

la desviaci6n estándar (s) y el coeficiente de correla­

ci6n expresado en porciento. Como puede observarse en 

la Tabla IX el coeficiente de variación promedio en el 

intervalo de concentraciones de: 5.0, 10.0, 15.0, 20.0 

µg/ml fu~ 3.3%. 
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1'P..2"'";:;.. VI. 2ca":iciente e.e correlación y curvas de regre-

s:.-~:: lineal obt.snidas nor el rri.étodo de oínimos 

c~~drados a partir de c~r~as oatr6n del ~IZ en 

s:: ~ :=. ::: i6n Krebs ::<in']er. 

··----------------------------------. ¡ 

j C-:2:7.-:a Patré" 
:'! ¡ 

1 

¿ 

3 

4 

::oeficiente 

~rrelación 

0.989 

0.993 

0.975 

0.994 

PE:mr!iente Interc::epto de 

Origen ~b) 

0.00.;4 - 0.0001 

0.0044 o. ()(}1}4 

0.)045 0.001)6 

O.J043 0.0004 
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TABL..l\ VII. Reproducibilid,ad del '.""'.~todo de c:romatogra!:::a 

gas líouido nara la cuantificac:!.:Sn del 3 ,s:.­

Difenil isoxazol en svluci6n KrGbs Ringer. 

Conce,."'!traci6n 

:.:g/ml 

0.1 

0.2 

o. 4: 

0.6 

0.9 

Relación de alb:ras (DIZ/Pat...."'6:n interno) 

Media {X) 

n=4 

O.G004 

0.0009 

0.1)}{}16 

0.12026 

'J.0!1)36 

Desi:.daci6n 

está"1da.r 

o. üiC,:Jl 

o. (~ 1~:11 

0.0002 

O.Gfll02 

o. ·'..J:J:J2 

coe::iciente de 

i;~~aci6n (%) 

20.4 

10.9 

13.6 

7.0 

6.0 
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TABLA Yr=I. Coeficiente de correlaci6n y curvas de re;=~ 

si6n lineal obtenidas por el ~étodo de m!n2-

mos cuadrados a oartir de curvas patr6n de 

Diazeoam en solución Krebs Ringer. - . 

1 Curva Pat.te5n 
H 

Coeficiente de Pendiente Ir:.tercepto de 
\[ 
jí 
1 

¡1 

1 correlación (r) {m) Origen (b) n 
1 
~ 

! 
~ 
~ 
ii 

1 0.994 0.025 0.04 i ! il 

i 2 0.992 0.025 o.os ~r 
~ 

1 3 0.994 0.024 0.03 ~ 
1 

•i 

I~ 

TABLA IX. Reproducibilidad del método de cromatografía 

gas líquido para la cuantif icaci6n de Diazepa..~ 

en soluci6n Krebs Ringer. 

\ 

Concentraci6n 
1 

Relaci6n de altL-~ (Diazeparn/Patron :intel:I'!O) ?: 

µgfe¡l 

5.0 

10.0 

15.0 

20.0 

Media (X) 

n=3 

0.093 

0.208 

0.310 

0 •. 479 

Desviaci6n Ccef iciente de 

está."Xlar (s) variací6n (%) 

0.006 

0.010 

0.006 

0.007 

6.0 

4.9 

2.0 

1 .. 4 
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~.3. Absorci~n In Vivo. 

Para el estucio de la absorci6n In Vivo del 3,5-~if~ 

nil isoxazol se usaron ratones machos, a les cuales se les 

administraron por v!a intraperitoneal,dosis diferentes del 

3,5-Difenil isoxa:::c]. en sus?ensi6n acuosa ~; en soluci.S:n 

oleosa, se usaron d::is como testigos (No~ .. o y 20). ::es-

pués de la admini2~raci6n intraperitoneal se colectare~ 

muestras de orina y ~uestras de heces para cuantificar la 

cantidad excretada éel 3,5-Difenil isoxazol. En la Tabla 

X se presenta la cantidad excretada del DZ~ en orina des-

pu~s de 4B y 72 horas de la administración intraperito-

neal de la suspensi6n acuosa y de la soluci6n oleosa. En 

la Tabla XI se presenta la cantidad excretada del DIZ en 

heces despu~s de 72 horas de la ad~inistraci6n intraperi-

toneal de una dosis de 31.2 mg/kg en suspensi6n acuosa y 

en soluci6n oleosa. 

4.4. Absorción In Vitro. 

Para conocer la absorci6n In Vitro del 3,5-Difen21 

isoxazol se deterl!lin.6 su coeficiente de permeabilidad por 

el método del intestino invertido de rata, al mismo tiem-

po se determin6 la ~ermeabilidad del Diazepam que fu~ uti 

lizado como referen<.::ia. En las Tablas XII y XIII se pre-

sentan los coef icie~tes de permeabilidad del DIZ y del 

Diazepa:~ respectivar.-.ente, se calcularon mediante la ecua 

ci6n de Fick empleando los microgramos transferidos aca~u 

lados e~ segmentos 5e 10 centímetros de la ~orci6n de: y~ 

yuno del intestino invertido de rata. 

40. 
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?ABLA X. Cantidad excretada ¿el DI~ en orina despu~s de 

la administraci6n intraperitoneal del DIZ en 

diferentes dosis en suspensi6n acuosa y en so-

luci6r. (•ler.sa. 

~Fomulacit ~- No • Rat6r. Dosis mcrograrros excretados en orina . , 

~--- (rrg/Kg) 48 horas 72 horas 

1 
1 7.8 

2 15.6 2.3 

! 3 31.2 2.97 

1 Suspensi 6n 4 62.5 12.4 

~Acuosa J 31. 2 

~ 6 ~ 
.. 1.1 

~ 7 11 

8 

13 7.8 0.69 

14 15.6 3.2 

15 31. 2 6.7 

Soluci6n 16 62.5 14.0 

Oleosa 17 31. 2 1.3 

Hl " 1.0 

19 11 2.5 

20 
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?ABLA XI. Cantidad excretada del DIZ en heces depués de 

la administraci6n intraDeritoneal de una dosis 

de 31.2 mg/kg en suspensi6n acuosa y en solu-

ción oleosa. 

Fo:rmulaci6~ No. Rat6n Microgra:xs excretados del DIZ en l'Eces 

72 horas 

10 872.9 
l 
~ Susuensi6n 

9 761.5 

i . 
~ Acuosa 
~ 
1 

11 623.6 

12 testigo 

X 752.7 

s 101.1 

~ 21 ll 
-833.7 

~ Soluci6n 22 

1 Oleosa 23 

780.4 

794.6 
1 

'1 

~ 24 testigo 

X 802.9 

s 22.6 
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TA3:LF!. XIII. Microgramos transferidos acu.~ulaoos de Dize-

TiemtXl 

20 

40 

60 

80 

100 

pa..-:: en segmentos de 10 cm ee la :porci6n del 

ye~'.'Uno del intestino invertido de rata. 

e = 100 µg/ml. e 

µg trans~eridos ¡.¡g transferidos 

a~adcs 

-;¡ ~ , .• ::;¡ 7.5 

11.4 13.9 

12.3 3L2 

12.:~ 43 .. 2 

16 .. 5 59.7 

i:g tra..71.sge-ridos 

2.cum'..Úi">OOS/C 
e 

o. 075 

1.189 

0 .. 312 

0.432 

0.597 

"\ .-. 
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analftico ¡;elecci/::::::lado debe.;:§. 

reprcáucible 6 exa:::t.o y lineal en el i:nte::"':alo de cc::::cen-

t::-aciones en que 1.~an a ser anal.izadas laE :muestr.as ~6,23}. 

E:::: este trabajo se empl,só el m.ét.cdc de cromatog!:'afía 

gas líquido, ya ~e es un método aue nos ~ermite cuanti-

ficar el 3,5-Difenil isoxazol en concentraciones del or-

den de ~icrogramos por mililitro en un volUI!l.en relativa-

mente pequeño de nuestra. 

Los resultados obtenidos del m~todo analítico son sa 

tisfactorios como se puede observar en la secci6n ce re-

sultaC.os., La lir.ealidad del :!1.€todo en -=.odas las curvas 

patr6n del 3,5-Difenil isoxazol en orina, analizadas, es 

adecuada, pues se obtuvo un coeficiente ce correlaci6n m~ 

yor de D.99 y en las curvas 9atr6n analizadas en soluci6n 

Krebs Ringer el caef iciente de correlacion fué mayor de 

0.97. En cuanto al porciento de recuperaci6n del 3,5-

Difenil isoxazol de orina se obtuvo el 182 + 2%. La re-

producibilidad del ~étodo analítico del 315-Difenil isoxa-

zol e~ orina fué a~ecuado con un coefic~ente de variación 

• 
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protnedio de 4. 2% en el intev.-alo de corr.:centraciones: 2. 5, 

5. O, 7. 5, 10. O, 1.2. 5, 15. O :-~/ml y en solución Krebs Ringer 

el coeficiente de variación ~remedio fu~ de 11.6 en el in-

tervalo de concentraciones de: 0.1, 0.2 1 0.4, 0.6, 0.8 

;.:g/ml. 

El m~todo a~alítico uara la cuantif i~aci6n de Diaze-

pam en soluci6n Krebs Rinqer ~ué satisfactorio como se ob-

serva en la secci6n de resultados, el coeficiente de corre-

laci6n fué mayor de 0.99 y en las 3 curr;as analizadas se 

obtuvo un coeficiente de variaci6n oromedio de 3.3% en el 

intervalo de concentraciones de: 5.0, 10.0, 15.0 y 20.0 

µg/ml. 

5.2. Estudio In Vivo. 

La cantidad excretada del 3,5-Difenil isoxazol en 

muestras de orina y heces, des9ués de la ad~inistraci6n 

intra~eritoneal a ratones, de las siguientes dosis dife-

rentes: 7.8, 15.6, 31.2, 62.5 ng/kg del 3,5-Difenil isa-

xazol en dos formulaciones: su.spensi6n acuosa y soluci6n 

oleosa. En ambos casos no se excreta er. la orina m&s de 

-1 1.2 X 10 % del DIZ administrado. En la fiqura No. 9 se 

presenta la relación lineal entre la dosis administrada 

del DIZ (7.8, 15.6, 31.2, 62.5 ng/kg) en soluci6n oleosa 

y la cantidad excretada en ori~a, se obtuvo un coeficien 

te de correlaci6n de 0.99, indicando aue el DIZ sigue en 

este intervalo de dosis (7.B, 15.6, 31.2 "::~ 62.5 l'!l.g/".icg~ 

una farnacocinétic3 lineal (12T 24). En la figura ~o. 10 
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se observa orue existe tli.!1a tendenci.3. hacia la =elación li-

~eal entre la dosis aC!-inistrada del DIZ (7.8, 15.6, 32.2, 

62. 5 rng/kg) en suspensi6n acuosa ·y la cantida~ excretada 

en orina a las 72 horas, se obtuve un coeficis~te de co-

rrelaci6n ce 0.96. La cantidad excretada pr~:-:.~dio en las 

heces en las pril"'leras 72 ~11oras des;:-':.l~S de la a~":iinistra-

ci6n intra?eritoneal a 6 ratones d: una dosis ~e 31.2 ~g/ 

kg del DIZ en suspensi6n acuosa y la misma dcs~s en solu-

ci6n oleosa, fué de 752 + 101.1 y 503 + 22.60 ::ú.crogram.os 

respectiva..~ente, el con~arar estos resultados se observa 

que no hay diferencias estadística~ente signif ~~ativas en 

la cantidad excretada pro::ledio en :t.eces del DI2 entre ar::;,-

bas formulaciones, pero las desviaciones estáá~3.r son di-

ferentes estadística"Tiente (p< O. OS) , lo cual ir:.:=::ica que al 

administrar el DIZ en solución olecsa hay una absorci6n 

r.lás uniforme. La cantidad excretada del DIZ ta.."1to en ori 

na corno en heces es muy peoueña en relación a :a dosis 

administrada, lo cual nuede deberse a o:ue el r:::== presente 

una absorci6n nuy pobre. 

5.3. Estudio In Vitre. 

Actualmente existen n':lflerosos re~ortes ace==a del E~ 

todo del intestino invertido de rata~ es un m~t==o valio-

so para J?redecir las caracteristicas de absorci~:J de una 

gran variedad de fármaco ~24). 

KaPlan y Cotler (13v encontrara~ ~ue los c=~nuestos 

que exhibe:-~ ~~~ tienry. o de ~8trazo fft • ' de 3 a :8 minu-~ ..:..3.:11 
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tos y un coefic!e~te de pe::'::leabilidad de 0.009 a 0.04 ml/ 

min, no presenta~ problereas de absorci6n cuando se reali-

zan estudios I~ Vivo, sin embargo los compuestos que exhi-

ben un tiempo de retrazo ~t lag) mayor de 60 minutos y un 

coeficiente de 9ermeabilicad muy pequeño, presente proble 

mas de absorci~~ cuando se realizan estudios In Vivo, lo 

cual indica que la característica de permeabilidad es im-

portante para predecir la absorci6n de un fármaco .. 

En esta parte del trabajo se estudi6 la permeabili-

dad del 3,5-Difenil isoxazol y la permeabilidad del Dia-

zepam se utiliz6 como referencia. Se encoentr6 que el 

DIZ tiene un coeficiente de permeabilidad de 0.0012 + 

0.0008 ml/min, el coeficiente de permeabilidad se calcu-

16 mediante la ecuaci6n de Fick como se indica a conti-

nuaci6n usando una sola ccEcentraci6n obtenida a los 100 

minutos, ver Tabla XII. 

--------- 1 

Donde: 

do = ::antidad del fármaco difundido a través de 
dt 

la membrana ~or unidad de tierno o (ug/min} 

k = Constante Ccm2/min} 

A = Are a de la raembrana (cm2) 

Cm = Concentraci6n del fármaco en la soluci6n 

~ucosal ( ?.Jg/ml) 

49. 



es = Concentraci6n del fárr.iaco en la solución 

serosal ~:.:.g/!'11) 

X= Grosor de la membrana {cm). 

Asumiendo que A y X son constantes durante el estudioª 

donde: 

= 'O :e - e ) m s 2 

p = kA, el cual se conoce como coeficiente de 
X 

si C >>>C m s 

despejando p: 

perl"teabilidad (ml/~in}. 

dq = 
dt 

Pe m 

p = da/dt 
e 
"" --· 

3 

substituyendo (ver datos en Tabla XII) 

p = 0.506 µg/100 min 

4.12 µg/ml 

p = 0.0012 ml/min 

Como pode~os observar el coeficiente de permeabili-

dad del DIZ es muy peoueño comparado con los coeficientes 

de ~ermeabilidad de los f~r~acos estudios por Ka?lan y 

Cotler (13), lo cual indica oue el DIZ se puede clasi-

ficar dentro de las substancias aue presentan proble~as 

de absorci6n. 

Como referencia se estudi6 el i)iazenar:'!, se o:ncontr6 

~ue exhibe un tienno de r.etrazo (t 1 » de 10 minutos v 
~q ~ 

un coeficiente de !Jerneabil :idt1d ce 0. 1(]06 "'11/M.in. 

se obtuvo gráficaner.t~ co~~ se observa en l~ ~i~u~a ~o. 

so. 



11. El t rep".!·rtado por Kaplan y Cotler ( 13) es de 12 lag 

minutos, es sim:i.:.ar al encontrado, sin embargo el coefi-

ciente de penneahilidad reportado por estos autores es 

de 0.021 rnl/min, lo cual indica que el resultado obteni-

do es inferior, esto puede ser debido a la gran variaci6n 

biol6gica. Sin e.'"1bargo para este trabajo fue satisfacto-

rio puesto crue el prop6sito fué determinar la reproduci-

bilidad del m~todo del intestino invertido de rata. 

51. 
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CAP ITCI.r.D VI 

CONCLUSIONES 

En relaci6n al m~todo analítico se ?Uede concl~ir 

c:ue :;:;:;r sus cara:cterístic:::.s de linealida5 y precisi:::n, el 

m~t0~~ de crc~atcgraffa gas l!auido res~:~ó adecuad~ 9ara 

ser ::tilizado en la deter;r;inaci6n del 3,5-Difenil isoxazol 

en ~uestras de orina y heces en el inter7alo de co~centr~ 

cienes de: 2.5, 5.0, 7.5, 10.0, 12.5, 15.0 µg/ml y en so 

luci.~:: serosal de: 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, :J.8 µg/ml. 

3~ el estudie In Vivo, en la ad~inistraci6n i~trape-

tonea: a ratones de dosis diferentes del DIZ en sol~ci6n 

olecs3. se enc,::i:::t.::6 que existe una re laci6::; lineal e:r;t:re 

la :lo::Eis administrada y la cantidad excretada en orina en 

los ü:tervalos de dosis (7. 8, 15 .6, 3L 2, 62. 5 mgik;J del 

DIZ, la farmacocin~tica del DIZ es lineal en estas cosis 

imDlicando esen~i.nl:mente i'1'rocr:=sos cinét:ic-::is de pr:ir::e:= or-

den er:. la abscrci6n, distribuci6n y elir.:.:ina-ci6n. 

En cuanto a la administración intraceritoneal ,=:e una 

dosis ~e 31. 2 ro.g/kg en soluci6n oleosa v en suspensi.6n 

acuosa, se encontr6 que en a.~bas formulaciones no ha~ di­

ferencias en la cantidad excretada, siendc de 803 + 22.6 

y 752 + 101. O ;..g res9ectiva.7:ente, cm heces en las pri::-.e­

ras 72 horas des~~~s de su ad.~inistració~, sin enb~r:~ 

las ces·~~iaciones estándar san diferc:mtes estadistica...-:.~n-

53. 
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te, cuando el DIZ es administrado en soluci6n oleosa, la 

excreci6n es uniforme, estos resultados están de acuerdo 

con lo reportado en la literatura, donde indican que las 

soluciones oleosas son absorbidas uniformemente (16) • El 

DIZ se excreta en forma inalterada en mayor pro~orci6n en 

heces aue en orir.a v esto puede ser debido a su liposolu-

bilidad (14). Hasta aquí los resultados indicarían que 

el DIZ podría tener problemas de absorci6n, y/o tener una 

vida n.edia biol6~ica muy larga. 

En el estudio In Vitro se encontró que el DIZ tiene 

un cceficiente de permeabilidad muy bajo de 0.0012 + 

0.0008 ml/nin lo ~ue indica que el DIZ ~resenta problemas 

de absorci6n, lo cual confirma lo encontrado en el estu-

dio de absorci6n In Vivo. Para deter~inar tanto la can-

tidad y la velocidad de absorción, corno para evaluar la 

actividad antihelmíntica y la toxicidad se sugiere que 

se haga mediante una administraci6n intravenosa, ya aue 

el DIZ ~resenta problemas de absorci6n. 
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