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Cel ¢wiczenia

Obliczenie stalej szybkosci eliminacji i biologicznego okresu pottrwania salicylanow na podstawie
zmian ilo$ci wyeliminowanych z moczem po doustnym podaniu kwasu acetylosalicylowego
w tabletkach.

Wymagane zagadnienia

Pojecie kompartmentu, procesy kinetyki pierwszego rzedu w modelu jednokompartmentowym,
kinetyka zmian ilo$ci leku wydalonego z moczem, pole powierzchni pod krzywa (4UC), klirens,
stala szybkosci eliminacji, biologiczny okres pottrwania (¢o,s).

WPROWADZENIE

Farmakokinetyka pokazuje relacj¢ pomigdzy podaniem leku, ktore obejmuje takie mozliwe do
modyfikacji parametry jak dawka, sposob dawkowania, czesto$¢ i1 droga podania, a stezeniem
osigganym w czasie. Farmakodynamika obejmuje zalezno$¢ migdzy stezeniem oraz pozadanymi
1 niepozadanymi efektami wystepujacymi w czasie. Ujmujac skrotowo, farmakokinetyka moze
by¢ postrzegana jako to, jak organizm wptywa na lek, a farmakodynamika — jako to, jak lek
oddziatuje na organizm.

Eliminacja leku 7 moczem

Leki sa podawane r6znymi drogami, gtownie dozylnie, doustnie, domig¢$niowo, podskornie,
doodbytniczo, 1 ostatecznie sg usuwane zorganizmu. Leki mogg by¢ eliminowane po ich
chemicznej przemianie w metabolity zudzialem enzymow cytochromu P450 Iub jako
transformery na drodze nieenzymatycznej transformacji leku, np. zaleznej od pH krwi przemianie
treosulfanu do epoksydow. Leki dobrze rozpuszczalne w wodzie, lecz stabo metabolizowane,
nalezace do trzeciej klasy systemu BDDCS — The Biopharmaceutics Drug Disposition
Classification System (Pharm Res. 2021) — sa wydalane gtownie przez nerki z moczem
w niezmienionej postaci. Do tej grupy nalezg antybiotyki aminoglikozydowe: gentamycyna,
kanamycyna, tobramycyna, antybiotyki B-laktamowe: ampicylina, amoksycylina, cefalosporyny,
a takze leki z innych grup leczniczych, np. flukonazol, chlorotiazyd czy metformina. Eliminacja
niektorych lekow zachodzi na drodze ich wydzielania do zotci, wowczas moze dochodzi¢ do
krazenia jelitowo-watrobowego, ktore prowadzi do powtdrnego zwigkszenia stezenia leku
w osoczu (piroksykam, ezetymib, kwas mykofenolowy).

Glownymi czynnikami wptywajgcymi na eliminacje leku z moczem s3: rozpuszczalnos$¢ — lek
lub jego metabolit(y) muszg by¢ dobrze rozpuszczalne w wodzie — wigzanie z biatkami krwi, gdyz
wytacznie lek wolny wydalany jest z moczem, oraz pH moczu uzaleznione od diety i stanu
chorobowego.

Wszystkie parametry farmakokinetyczne, z wyjatkiem objetosci dystrybucji 1 klirensu, mozna
obliczy¢ z pomiaréw ilosci leku wydalonego z moczem w postaci niezmienionej X,. Do obliczen
wykorzystujemy ilo$¢ leku, anie jego stezenie w moczu. Wynika to z faktu, ze objetosc
tworzacego si¢ moczu zmienia si¢ w czasie, podczas gdy objetos¢ krwi jest wzglednie stata.



Jednorazowe podanie dozylne
Zmiany ilo$ci leku eliminowanego do moczu ze statg szybkosci £ mozna przedstawi¢ schematem:

ker
X - X,

gdzie: X —ilos¢ leku w organizmie,
X, — skumulowana ilo$¢ leku wydalona z moczem,
k- — stata szybkosci eliminacji leku drogg nerkowa.

Ograniczajac rozwazania do sytuacji, w ktorej lek eliminowany jest wyltacznie w formie
niezmienionej przez nerki wg zasad farmakokinetyki pierwszego rz¢du, szybkos¢ zaniku leku
z ustroju rowna si¢ szybkos$ci gromadzenia tego leku w moczu:

dxX _ dXy _
~w s a — kX (4.1)

Zamiast X mozna wstawi¢ rOwnanie monowykladnicze:

X=X, eket

gdzie Xp to poczatkowa ilo$¢ leku w organizmie,

1 otrzymujemy:

dX dXxy _
— = o = keXoreThe! (4.2)

Poniewaz w tym przypadku niezmieniony lek jest wydalany wylacznie przez nerki, mozna
przyjac, ze X, = Xy, oraz k. = ke , tzn. stata szybkosci eliminacji k. jest rowna statej szybkosci
eliminacji drogg nerkowa. Otrzymujemy wowczas rownanie:

dXy

= keXy,, ekt (4.3)

Po scalkowaniu przez podstawienie (Farmacja fizyczna. Cwiczenia laboratoryjne dla
studentéw farmacji 1 analityki medycznej, 2016) otrzymujemy rownanie 4.4, ktdre jest rosngca

funkcja czasu:
Xu, = Xy, (1 —e7*et) (4.4)

Rownanie wyraza skumulowang ilo$¢ leku X;,, wyeliminowang w okre$lonym czasie 7, a X, |
to 1los¢ leku wyeliminowana z moczem po nieskonczenie dtugim czasie. W praktyce czas ten jest
ograniczony pobraniem ostatniej probki moczu. Z rownania tego wynika, ze skumulowana ilo$¢
leku w moczu rosnie wykladniczo wraz z czasem, az do osiggnigcia wartosci granicznej X, .
Przebieg zmian skumulowanych ilosci leku w moczu po iniekcji dozylnej pokazano na
rycinie 4.1.
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Rycina 4.1. I10$¢ leku eliminowanego z moczem po iniekcji dozylne;j
w modelu jednokompartmentowym jako funkcja czasu
(Zrodto: opracowanie wlasne)

Po przeksztatceniu rownania 4.4 uzyskuje si¢ rownanie liniowe stuzace do wyznaczenia statej
szybkosci eliminacji k. z nachylenia proste;:

In(X,,, — Xy,) =InX, — ket (4.5)
Roéwnanie to dowodzi, ze istnieje potlogarytmiczna liniowa zaleznos$¢ roéznicy catkowitej ilosci
leku wydalonej z moczem w czasie # 1 ilo$ci wydalonej w czasie ¢, a nie r6znicy stezen, od czasu.

Graficzng posta¢ réwnania przedstawiono na rycinie 4.2.
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Rycina 4.2. Wykres w skali potlogarytmicznej przedstawiajacy ilos¢ leku, ktora pozostata do wydalenia jako
funkcja czasu. Nachylenie (a) wykresu w skali potlogarytmicznej wyraza statg szybkosci eliminacji, k.
(Zrédto: opracowanie wlasne)



Jednorazowe podanie pozanaczyniowe
Po podaniu pozanaczyniowym leku, np. podaniu doustnym, mozna przyja¢ nastepujacy otwarty
model jednokompartmentowy:

ka ke
Xp—=>X->X,

gdzie: XD —ilo$¢ leku w miejscu podania, np. zotadku, migsniach itp.,
X —ilo$¢ leku w ustroju,
X, —ilos¢ leku wydalonego z moczem,
k.— stala szybkosci absorpcji pierwszego rzedu,
k. — stata szybkosci eliminacji pierwszego rzedu.

Graficzny obraz zmian skumulowanej ilosci leku wydalonego z moczem po podaniu
pozanaczyniowym przedstawiono na rycinie 4.3. W poréwnaniu z podaniem jednorazowej
iniekcji dozylnej (bolus) (rycina 4.1) ilos¢ leku w moczu narasta stosunkowo wolno
w poczatkowym czasie, co wynika z trwajacego jeszcze wchlaniania leku do krwi z miejsca
podania. Ponadto po podaniu pozanaczyniowym biodostepno$¢ leku moze by¢ mniejsza niz 100%.
Wowezas ilos¢ leku wydalona z moczem X, bedzie mniejsza niz podana dawka.
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Rycina 4.3. Skumulowana ilo$¢ leku wydalonego z moczem jako funkcja czasu po podaniu pozanaczyniowym
w modelu jednokompartmentowym, opisana rownaniem 4.6
(Zrbdto: opracowanie wlasne)

Skumulowang ilo§¢ leku wydalonego zmoczem po podaniu pozanaczyniowym mozna
obliczy¢ z réwnania 4.6:

1
ka_ke

Xy, = Xp, [1+ (ko - e kat — kg - e7ket)] (4.6)

Po zlogarytmowaniu réwnania 4.6, zaktadajac szybkie wchtanianie leku (ks/ke > 10), mozna
otrzyma¢ réwnanie linii prostej 4.7, stluzace do wyznaczenia statej szybkosci eliminacji k.
w modelu jednokompartmentowym:

Xuooka

ka_ke

In(X,,, — Xy,) =In — kot (4.7)



Stata szybkos$ci obliczana jest z nachylenia prostej (—a = k.). Biologiczny okres pottrwania dla
eliminacji zachodzacej wg zasad farmakokinetyki pierwszego rzgdu obliczany jest ze wzoru:

0,693
tos = X
e

Biologiczny okres péttrwania (tos) leku jest to czas (w godzinach, dniach) wymagany do
zmniejszenia st¢zenia leku we krwi, w osoczu lub surowicy krwi o potowe, po osiggnigciu
rownowagi, w koncowej fazie eliminacji leku. Czynniki wplywajace na fo5 to: schorzenia,
szczegllnie nerek, watroby, uktadu krazenia, czynniki genetyczne, wiek, pte¢, rasa, a nawet
pozycja cztowieka (stojgca, siedzaca), specyficzne cechy leku, farmakokinetyka — liniowa czy
nieliniowa — jaka reprezentuje dany lek. W przypadku farmakokinetyki nieliniowej #,5 zalezy od
dawki leku.

Kwas acetylosalicylowy, farmakokinetyka 7 elementami terapii monitorowanej

Kwas acetylosalicylowy (ASA) charakteryzuje si¢ stosunkowo duzg rozpuszczalnos$cia w wodzie
(4,6 mg/ml w25°C) iintensywnym metabolizmem, gléwnie do kwasu salicylowego, stad
zaliczany jest do pierwszej klasy systemu BDDCS, do ktérego zaliczane sg leki o duzej
rozpuszczalno$ci w srodowisku wodnym 1 wysokiej przenikalnosci przez blony biologiczne
Zywego organizmu.

Wchtanianie

ASA stosunkowo szybko wchtania si¢ z przewodu pokarmowego, czesciowo juz w zotadku,
gldwnie zas w gornym odcinku jelita cienkiego. Biodostepnos¢ ASA po podaniu per os wynosi
40-70%. Lek jest hydrolizowany w czasie absorpcji do kwasu salicylowego 1ulega efektowi
pierwszego przejscia, stad obserwuje si¢ duzg zmienno$¢ parametrdw Cax 1 fmax (Srednio 20 min).
Farmakokinetyka powstatego kwasu salicylowego jest bardziej przewidywalna niz ASA, a jego
tmax Wynosi ok. 2 h. Wchtanianie z czopkéw jest wolniejsze niz po podaniu doustnych postaci.
Stopien wchtaniania salicylanow zalezy od wartosci pH w danym odcinku przewodu
pokarmowego, jak réwniez od rozdrobnienia preparatu i jego rozpuszczalnosci w wodzie.

Dystrybucja

ASA wigze si¢ z biatkami osocza dos$¢ stabo (60%), natomiast salicylany w znacznie wigkszym
stopniu (70-90%). Jednak przy wysokim stezeniu 120 mg/l salicylany wiaza si¢ tylko w 33%.
Salicylany powstate z ASA ulegaja szybkiej dystrybucji w organizmie cztowieka. Przenikaja do
ptynu moézgowo-rdzeniowego, ptynu stawowego 1 do mleka matki. W plynie stawowym chorych
o0siggaja poziomy mniejsze 0 50% 1 z dtuzszym #ax W poréwnaniu z profilem zmian ich stezenia
w osoczu. Objetos¢ dystrybucji ASA wnosi 10-20 11 jest podobna do objetosci dystrybucji kwasu
salicylowego.

Metabolizm i eliminacja

ASA ulega szybkiej przemianie do kwasu salicylowego w wyniku hydrolizy, w tym hydrolizy
enzymatycznej przy udziale esteraz znajdujacych si¢ w $cianie jelita, w watrobie, krwinkach
czerwonych 1 surowicy. Biologiczny okres pottrwania ASA wynosi 15-20 min, stad po dawce
650 mg osocze jest oczyszczone zleku wciggu 2 h. Zasadniczo ASA nie jest wydalany
w niezmienionej postaci. Glowny metabolit, kwas salicylowy, jest eliminowany w zlozony
sposob, wg zasad farmakokinetyki zaré6wno liniowej, jak inieliniowej (model Michaelisa-
Menten) przy wyzszych stezeniach. Zasadniczg droga eliminacji kwasu salicylowego jest sprzeganie
z glicyna 1 wydalanie jako kwas salicylurowy oraz w postaci glukuronianow. Po podaniu ASA
w dawkach 300-650 mg o5 salicylanow wynosi ok. 3 h, a wraz ze zwickszeniem dawki #os



wydtuza si¢ nawet do 30 h, wskazujac na nieliniowg eliminacj¢ salicylanow.

Eliminacja kwasu salicylowego nastepuje przy udziale mechanizmoéw filtracji kigbuszkowe;,
aktywnej sekrecji kanalikowej w odcinku proksymalnym 1 biernej sekrecji kanalikowej. Jego
klirens, podobnie jak klirens innych lekow o charakterze kwasowym, jest w duzym stopniu
zalezny od pH moczu (rycina 4.4).

Tlo$¢ wydalanego leku
9]
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Rycina 4.4. Wplyw pH na ilos¢ wydalonego leku o charakterze kwasowym
(Zrédto: Hermann TW)

Przy zmianie pH moczu z 5 do 8 ilo$¢ zjonizowanego kwasu salicylowego (pK. 3,0) zwigksza
si¢ z2-3% dawki do 80%. Z kolei w przypadku lekow o charakterze zasadowym alkalizacja
moczu wywotuje cofniecie dysocjacji 1pojawienie si¢ zwigkszonej liczby czasteczek
niezdysocjowanych, co zkolei sprzyja wchtanianiu zwrotnemu. Przedstawione mechanizmy
odgrywajg istotng rol¢ zar6wno w zapobieganiu zatruciom lekami, jak 1 w leczeniu tych zatru¢.
Alkalizacja moczu po podaniu wodoroweglanu sodu moze by¢ zatem stosowana w przypadku
zatrucia salicylanami. Z kolei przerwanie terapii z uzyciem $srodkéw zobojetniajacych z grupy
antacida moze spowodowac zwigkszenie stezenia salicylandow w osoczu do toksycznego
poziomu.
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CZESC PRAKTYCZNA
Aparatura
Spektrofotometr Specol (Niemcy).

Wykonanie
Po doustnym podaniu ochotnikowi tabletki Polopiryny S =zawierajacej 300 mg kwasu
acetylosalicylowego (ASA) kazda probka moczu musi by¢ zebrana. Nalezy:
a) zanotowac czas oddania moczu,
b) zanotowac objetos¢ moczu,
¢) probki moczu do analizy (10 ml) zabra¢ ze sobg na zajecia.
Ze wzgledow bioetycznych studenci otrzymujq probki moczu z salicylanami zebrane wg
ponizszej procedury.

Szczegolowa procedura zbierania probek moczu

1. Aby uzyskac wystarczajaca ilo§¢ moczu w ciggu pierwszych godzin po podaniu leku, 1 h przed
eksperymentem nalezy wypi¢ 400 ml wody. Bezposrednio przed podaniem leku wypr6znié
catkowicie pgcherz moczowy. Zostawi¢ 15 ml moczu do przygotowania krzywej wzorcowe]
1 probki slepe;.

2. Tabletke Polopiryny S popi¢ 200 ml wody.

3. Zbiera¢ mocz przez 24 h od momentu zazycia leku. Dla kazdej probki zanotowa¢ czas oddania
moczu oraz zmierzy¢ jego objetosc.

4. Przechowywa¢ w zamrazalce przeznaczong do analizy probke moczu (10-15 ml) po uprzednim
jej opisaniu.

Uwaga! Bardzo wazne jest, aby wszystkie probki moczu zostaly zebrane. Jesli nawet jedna
zostanie pominigta, caly eksperyment traci wainosé.

Absorbancje salicylanow po derywatyzacji odczynnikiem Trindera zmierzy¢ zgodnie
z procedurg opisang w sekcji Oznaczanie salicylanow w moczu. Uzyskane dane uzy¢ do obliczenia
statej szybkosci eliminacji 1 biologicznego okresu pottrwania salicylanow.

Roztwory

1. Odczynnik Trindera: odwazke 40 g Fe(NO3)s - 9H20 rozpusci¢ w 850 ml wody, nastepnie dodac¢
120 ml 1 mol/l HCL

2. Roztwér podstawowy salicylanu sodu: w kolbie miarowej o pojemnosci 250 ml rozpusci¢ 0,125
g salicylanu sodu w wodzie. Koncowe stezenie salicylanu wynosi 0,5 mg/ml.

Przygotowanie krzywej wzorcowej

1. Po 0,5 ml moczu (bez salicylanéw) przenies¢ do czterech probdéwek idodaé roztwor
podstawowy salicylanu sodu o obj¢tosci odpowiednio: I — 0,04 ml, 1T — 0,16 ml, III — 0,3 ml
1 IV — 0,4 ml. Roztwory uzupeti¢ woda do 1 ml, dodajac kolejno 0,46 ml (I), 0,34 ml (1), 0,2
ml (IIT) 1 0,1 ml (IV), 1 wymiesza¢. Nastepnie doda¢ po 5 ml odczynnika Trindera i ponownie
wymieszaé. Zmierzy¢ absorbancje przy dlugosci fali Auex = 540 nm. Spektrofotometr
wykalibrowa¢ uprzednio przy uzyciu probki slepe;.

2. Probke Slepa przygotowac poprzez zmieszanie 0,5 ml moczu (bez salicylanow) oraz 0,5 ml
wody. Doda¢ 5 ml odczynnika Trindera i ponownie wymieszac.

3. W programie Excel przygotowa¢ wykres krzywej wzorcowej przedstawiajacy zaleznos$¢
absorbancji jako funkcji stezenia salicylanow; 4 = f(C). Wyznaczy¢ parametry prostej typu
v = ax. Wyniki zapisa¢ w protokole.



Tabela 4.1. Przygotowanie krzywej wzorcowej salicylanow w moczu

Roztwoér P,r()bka I I - v
[ml] $lepa

Mocz
(bez salicylanow) 0,5 0,5 0.5 0,5 0,5
Salicylan sodu
[0,5 mg/ml] 0 0,04 0,16 0,3 0,4
Woda 0,5 0,46 0,34 0,2 0,1
Odczynnik
Trindera 5 S 5 5 5

Oznaczenie salicylanow w moczu

0,5 ml moczu zebranego po jednorazowej dawce 300 mg kwasu acetylosalicylowego rozcienczy¢
w probowce z 0,5 ml wody 1 wymiesza¢. Doda¢ 5 ml odczynnika Trindera i ponownie wymieszac.
Zmierzy¢ absorbancj¢ przy dtugosci fali Adma = 540 nm 1 wyniki zapisa¢ w protokole.

Obliczenie skumulowanej ilosci salicylanow wydalonych 7 moczem w przeliczeniu na kwas

acetylosalicylowy oraz wyznaczenie parametrow farmakokinetycznych

1. Obliczy¢ ilo$¢ salicylanéw wydalong z moczem w poszczegolnych czasach w przeliczeniu na
masg¢ kwasu acetylosalicylowego X,,; zgodnie ze wzorem:

A;
X ==L N Vi 1125

4

gdzie: A; — absorbancja probki,
a — wspolczynnik kierunkowy krzywej wzorcowej,
N —rozcienczenie probki (N = 2),
V: — objeto$¢ moczu oddanego w danym czasie,
1,125 — wspodlczynnik roéwny stosunkowi mas molowych kwasu acetylosalicylowego
(180,16 g/mol) i salicylanu sodu (160,11 g/mol).

Sumaryczng (kumulowang) ilo$¢ kwasu acetylosalicylowego X,,, wydalong jako salicylan sodu
w kolejnych n probkach moczu oblicza si¢, sumujac ilosci X, ,wydalone do danego

czasu f:
n
Xu, = z Xy
i=1
Wszystkie wyniki obliczen wpisa¢ do protokotu.

2. Sporzadzi¢ wykres zaleznosci X, = f(t) w programie Excel. Ustali¢ graniczng wartos¢
skumulowanej ilosci salicylanow w moczu w przeliczeniu na kwas acetylosalicylowy (X, ).

3. Obliczy¢ wartosci ln(Xuoo - Xy t) dla poszczeg6lnych czasow t.

4. Sporzadzi¢ wykres zaleznos$ci 1r1(Xu00 — Xut) = f(t), wykorzystujac arkusz programu Excel.
Na podstawie réwnania uzyskanej prostej, analogicznego do réwnania 4.7, obliczy¢ stalg
szybkosci eliminacji k. salicylanow tworzacych si¢ z kwasu acetylosalicylowego. Nastepnie
obliczy¢ biologiczny okres pottrwania salicylanow.

5. Na podstawie wartoSci X, = obliczy¢ procent dawki kwasu acetylosalicylowego

wyeliminowany droga nerkowa w formie salicylanow (f.): f,, = X”T” - 100%.



6. Wyznaczy¢ k. 1 to5 salicylanow w programie TopFit wg podanej nizej instrukcji.
7. Porowna¢ wyniki wyznaczone za pomocg programéw Excel i TopFit.

Instrukcja obstugi programu TopFit

1.

11.

12.
13.

14.

15.

16.

Uruchomi¢ program TopFit. Otwiera si¢ strona MENU SELECTION, a na niej MAIN MENU,
z ktorego nalezy wybrac opcj¢ 4 — EDIT HEADER. Otwiera si¢ strona HEADER, ktora nalezy
opisa¢, zmieniajac okienka tabulatorem, a nast¢pnie wcisna¢ klawisz F1 (Save).

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

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

Wecisna¢ klawisz F7. Otwiera si¢ strona DOSING TABLE. Za pomocg spacji nalezy rozwing¢
liste jednostek czasu ipodanej dawki isprawdzi¢, czy warto$ci s3 zgodne z danymi
z analizowanego przyktadu. W tabeli nalezy wpisa¢ czas ¢ = 0 i1ipodang dawke leku,
a nast¢pnie zatwierdzi¢ klawiszem F1.

Wecisna¢ klawisz F8. Otwiera si¢ strona DATA SETS, na ktorej jako matryce nalezy ustawic
,»urine”; jako jednostke mg/none. Wcisnaé klawisz FS8.

Do tabeli nalezy wpisa¢ czasy pobrania probek moczu i skumulowane ilosci salicylanow
wydalone z moczem przeliczone na mas¢ ASA.

Weciskajac trzykrotnie F1, wroci¢ do MAIN MENU.

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

Z SELECT DISPOSITION MODEL nalezy wybra¢ opcj¢ 1 — ONE COMPARTMENT.

Ze STANDARD COMPARTMENT MODELS nalezy wybra¢ opcje 1 — SELECT DATA
SETS.

Na stronie LIST SELECTION nalezy zaznaczy¢ mysza Pz lewej strony wyswietlonej
pozycji. Wcisna¢ F1.

Ze STANDARD COMPARTMENT MODEL wybra¢ opcj¢ 6 — START ITERATION.

Na stronie RESULTS MENU wybra¢ opcje 2 — VIEW GRAPHICS. Przeanalizowa¢ przebieg
wykresu z asystentem.

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

Otwiera si¢ strona LIST SELECTION. Wcisng¢ F1. Przeanalizowa¢ parametry
farmakokinetyczne z asystentem. Wartosci k. 1 to,s wpisa¢ do protokotu.

Woeiskajac F10, wroci¢ do MAIN MENU. Wybra¢ opcje 0 — Exit TopFit.



