Cwiczenie 7.

Wyznaczenie parametrow farmakokinetycznych salicylanow tworzacych si¢ z kwasu

acetylosalicylowego w moczu.

Cwiczenie polega na oznaczeniu iloéci salicylanéw wydalonych z moczem po
zazyciu 600 mg kwasu acetylosalicylowego (2 tabletki po 300 mg), obliczeniu ich parametrow
farmakokinetycznych i poréwnaniu z parametrami farmakokinetycznymi obliczonymi dla
dawek 385 mg, 770 mg i 1155 mg w celu zbadania wptywu dawki kwasu acetylosalicylowego

na farmakokinetyke salicylandw.

Woprowadzenie. W eliminacji znacznej czg¢éci stosowanych obecnie lekoéw bierze
udzial proces o ograniczonej pojemnosci, np. metabolizm watrobowy, a mimo to wykazuja one
farmakokinetyke liniowa. Dzieje si¢ tak, poniewaz po podaniu dawek terapeutycznych tych
lekoéw, ich stezenia w organizmie nie powodujg wysycenia enzymow lub transporterow
btonowych uczestniczacych w ich dyspozycji (przeciwienstwo do fenytoiny). W rezultacie, ich
eliminacja przebiega zgodnie z kinetyka pierwszego rzedu (w réwnaniu Michaelisa-Menten C
<< Kwm). Dodatkowo, w eliminacji leku moga wspdluczestniczy¢ procesy liniowe
(niewysycane), takie jak filtracja nerkowa, ktore czesciowo kompensuja efekt wysycenia
procesu o ograniczonej pojemnosci. Dobrym przyktadem sg tutaj salicylany, w ktérych
eliminacji biorg udziat 3 procesy liniowe oraz 2 o0 ograniczonej pojemnosci enzymatycznej. Po
podaniu matych dawek kwasu acetylosalicylowego, eliminacja utworzonych z niego
salicylanobw przebiega zgodnie z kinetyka pierwszego rzedu, natomiast po podaniu duzych
(przeciwzapalnych) dawek leku obserwuje si¢ nieliniowg farmakokinetyke salicylanow.

Zaktadajac, ze faza absorpcji doustnie podanej polopiryny jest szybka (ka >> ke), W
obliczeniach przyjeto uproszczone réwnanie opisujace kumulowang ilos¢ lelku w moczu,
analogicznie do réwnania dla podania dozylnego. Do opisu dystrybucji salicylanow
zastosowano model jednokompartmentowy. Zgodnie z tymi zatozeniemi, ilos¢ leku wydalong
Z moczem opisuje rownanie:
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Ilos¢ salicylanu sodu w przeliczeniu na kwas acetylosalicylowy w poszczegolnych probkach

moczu oblicza si¢ korzystajac ze wzoru:
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gdzie:
A — absorbancja probki
a — wspotczynnik kierunkowy krzywej wzorcowe;j
N — rozcienczenie probki
Vi — objetos¢ probki oddanego moczu
1,12516 — wspoétczynnik réwny stosunkowi mas molowych kwasu acetylosalicylowego i
salicylanu sodu.
Sumaryczng (kumulowang) ilo$¢ kwasu acetylosalicylowego X, wydalong jako salicylan sodu

w kolejnych n probkach moczu oblicza si¢ z zaleznosci:
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Studenci wykonuja ¢wiczenie wykorzystujac gotowe probki moczu zebrane w sposob
przedstawiony ponizej w punkcie B i przechowywane w temperaturze —20 °C do czasu analizy.
Do oznaczen ilosciowych salicylanow wykorzystano metode kolorymetryczng polegajaca na

pomiarze absorbancji barwnego kompleksu z jonami Fe®*.

Aparatura: spektrofotometr (SP-830 PLUS Metertech, Taiwan).

Odczynniki i roztwory: salicylan sodu (0,2%), odczynnik Trindera (120 ml 1 mol/dm?3 HCI,
40 g Fe(NOz)3x 9 H20, woda destylowana do 1000 ml.

Szklo i materialy laboratoryjne: probowki o pojemnosci 10 ml, pipety automatyczne o

pojemnosci od 1 ml do 5 ml.

Wykonanie:
A. Wyznaczenie krzywej wzorcowej salicylanu sodu
1. Do probowek odmierzy¢ roztwor salicylanu sodu oraz mocz kontrolny w objetosciach

(ml) podanych w Tabeli 1.



Tabela 1.

Dodawane Nr probowki
roztwory 5
(ml) 1 2 3 4 Probka
kontrolna
Mocz 1 1 1 1 1
Salicylan sodu 0,25 0,5 0,75 1 -
H20 3,75 3,5 3,25 3 4

2. Pobra¢ po 1 ml roztwordéw z kazdej proboéwki i doda¢ 5 ml odczynnika Trindera.
Zmierzy¢ absorbancje wobec probki kontrolnej przy dtugosci fali A = 540 nm. WyniKi
zapisa¢ w tabelce.

3. Obliczy¢ réwnanie krzywej wzorcowej A=f (C) 1 wykresli¢ zalezno$¢ absorbancji od

stezenia salicylanu sodu, wykorzystujac arkusz programu Excel.

B. Oznaczenie ilo$ci salicylanow w przeliczeniu na kwas acetylosalicylowy wydalonych

z moczem i obliczenie parametrow farmakokinetycznych
Przygotowane do analizy prébki moczu zbierano w nastepujacy sposob:

1. Po przebudzeniu odda¢ mocz. Wypi¢ 1 szklankg wody przynajmniej na 30 min. przed
przyjeciem polopiryny.

2. Zazy¢ polopiryng (2 tabletki po 300 mg), wypi¢ szklank¢ wody i1 odda¢ mocz, zwracajac
uwage na catkowite wyprdznienie pgcherza. Zanotowaé czas (to), zmierzy¢ objetosée
moczu, zostawiajac ok. 10 ml do analizy.

3. Zbiera¢ mocz przez 24 godz. (z wyjatkiem przerwy nocnej), zmierzy¢ objetos¢ moczu,
zostawiajac ok. 10 ml do analizy.

4. Oznaczy¢ stezenie salicylandw w sposob opisany w czesci A (pkt. 11 2). Probki moczu

rozcienczy¢ w sposob opisany w Tabeli 1 (probowka nr 5).



5. Wyznaczy¢ ilos¢ salicylanow w przeliczeniu na kwas acetylosalicylowy w kazdej
probce moczu (X, ) oraz sumaryczng (kumulowang) ilo$¢ wydalong z moczem w
danym czasie (X, ).

6. Sporzadzi¢ wykres zalezno$ci Xy =f(t) wykorzystujac arkusz programu Excel. Ustali¢
warto$¢ graniczng X oraz obliczy¢ X —X,,.

7. Sporzadzi¢ wykres zaleznosci IN(X —X,) =f(t), wykorzystujac arkusz programu
Excel. Z nachylenia prostej obliczy¢ statg szybkosci eliminacji ke, a nastepnie

biologiczny okres pottrwania tos.

C. Obliczenie parametrow farmakokinetycznych po doustnym podaniu 385 mg, 770 mg i
1155 mg kwasu acetylosalicylowego z wykorzystaniem programu komputerowego

TopFit na podstawie danych literaturowych przedstawionych w tabeli:

Tabela 2. Zmiany stezenia w osoczu po podaniu réznych dawek kwasu

acetylosalicylowego

Dawka kwasu acetylosalicylowego
[mg]
385 770 1155
Czas Stezenie Czas Stezenie Czas Stezenie
[h] mg/I [h] mg/l [h] mg/l
0,5 57 0,5 122 0,4 160
1,0 53 0,9 107 2,0 165
1,9 37 2,0 90 3,5 142
4,0 22 3,6 79 3,8 130
6,5 10 6,2 53 6,5 92
8,5 57 8,3 39 8,5 80
12,5 1,6 12,8* 13* 9,5 80




- - 14,0 9,2 12,4 36
- - 16,0 5,4 12,5* 46>
- - 18,0 2,8 15,0 29
- - 20,0 1,4 17,5 14
- - - 20,5 6

- - - 24,0 1,7

*Pogrubiong czcionka przedstawiono wyniki, dla ktorych nalezy dodatkowo wyznaczy¢

réwnanie liniowe InC = f(t) dla fazy eliminacji leku w programie TopFit

1.
2.

Uruchomi¢ program TopFit.
Otwiera si¢ strona MENU SELECTION, a na niej MAIN MENU, z ktérego nalezy
wybra¢ opcje 4 — EDIT HEADER. Otwiera si¢ strona HEADER, ktéra nalezy opisac,

zmieniajac okienka tabulatorem, a nastepnie wcisna¢ klawisz F1 (Save).

3. Z MAIN MENU wybra¢ opcj¢ 5 — EDIT DATA.

10.

11.

12.

Otwiera si¢ strona FORMULATION DATA. Po wcisnigciu klawisza spacji wybiera si¢
sposob podania leku (Absorption Tablet).

Wecisnag¢ klawisz F7. Otwiera si¢ strona DOSING TABLE. Przy pomocy spacji nalezy
rozwing¢ list¢ jednostek czasu i1 podanej dawki i wybra¢ odpowiednie jednostki. W
tabelce nalezy wpisa¢ czas t = 0 1 podang dawke leku (385), a nastepnie zatwierdzi¢
klawiszem F1.

Wecisng¢ klawisz F8. Otwiera si¢ strona DATA SETS. Po jej opisaniu nalezy
zatwierdzi¢ klawiszem F1.

Podwojnie wcisnaé klawisz F8. Do tabeli nalezy wpisa¢ dane z Tabeli 2 dotyczace
stezen salicylanéw oznaczonych w odpowiednich punktach czasowych dla dawki 385
mg. Nacisna¢ trzykrotnie F1.

Z MAIN MENU wybrac¢ opcje 8 —ENTER METHODS MENU, az METHODS MENU
opcje 2 — STANDARD COMPARTMENT MODELS.

Z SELECT DISPOSITION MODEL nalezy wybra¢ opcje 1 - ONE COMPARTMENT.
Ze STANDARD COMPARTMENT MODELS nalezy wybra¢ opcje 1 — SELECT
DATA SETS.

Na stronie LIST SELECTION nalezy zaznaczy¢ mysza P> z lewej strony przy pozycji
1 1 wcisng¢ F1.

Ze STANDARD COMPARTMENT MODEL wybraé opcje 6 — START ITERATION.



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Na stronie RESULTS MENU wybra¢ opcj¢ 2 — VIEW GRAPHICS. Przeanalizowaé
przebieg wykresu z asystentem.

Nacisng¢ F3 — otwiera si¢ strona GRAPHIC PARAMETERS, wprowadzi¢ log na osi y
1 nacisng¢ F1. Przeanalizowac przebieg wykresu z asystentem.

Po naci$nigciu F10 na ekranie ponownie pojawia si¢ RESULTS MENU, z ktorego
nalezy wybra¢ opcj¢ 1 — VIEW RESULTS.

Otwiera si¢ strona LIST SELECTION. Aby przeglada¢ dane nalezy zaznaczy¢ READY
(F1).

Zanotowac wartos¢ statej szybkosci eliminacji i biologicznego okresu pottrwania.
Powtorzy¢ przedstawiony wyzej sposob postepowania wpisujac do programu TopFit
kolejno wyniki z Tabeli 4.2 po podaniu dawek 770 mg i 1155 mg. Zanotowa¢ wartosci
statych szybkosci eliminacji i1 biologicznych okresow pottrwania.

Przeanalizowa¢ uzyskane wyniki z asystentem.



