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Biofarmacia si farmacocinetica

Prefata

Rolul disciplinei Biofarmacia si farmacocinetica in formarea
competentelor specifice este determinat de studiul conceperii
medicamentelor prin prisma influentei factorilor farmaceutici de
pentru asigurarea unui raspuns terapeutic maxim cu efecte secundare
minime. Imbunititirea parametrilor farmacocinetici permite crearea
unei forme de dozare optime, care s-ar distinge printr-un grad si o
viteza optima de absorbtie, caracteristici de distributie, cai metabolice
si de excretie.

Deoarece studiul farmacocinetic pe sisteme reale (voluntari,
bioteste) este dificil, deseori se recurge la modele farmacocinetice in
vitro. Prin aceste modele se pot studia procesele de dizolvare,
absorbtie, distributie si eliminare a substantelor medicamentoase
(SM). Reiesind din aceste considerente indrumarul cuprinde patru
capitole ce se referd la aceste etape farmacocinetice.

Tn primul capitol se prezinti studiul proceselor de dizolvare.
Conditia principala pentru absorbtia SM este prezenta lor in stare
dizolvata in fluidul de la locul de absorbtie.

Coeficientul de solubilitate si viteza de dizolvare a SM din
forma farmaceutica influenteaza in principal absorbtia si, respectiv,
biodisponibilitatea. La fel, asupra comportamentului de dizolvare
influenteaza si valoarea pH-ului. Astfel, lucrdrile de laborator in acest
capitol se refera la studiul parametrilor ce caracterizeaza viteza de
eliberare a SM din formele farmaceutice. La administrarea
extravasculara  (orala, rectala, transdermald, transmucozala,
intramusculara etc.) procesul de dizolvare poate fi factorul de limitare
a absorbtiei.

Tn capitolul doi al Indrumarului sunt prezentate lucrarile ce se
referd la studiul  absorbtiei substantelor medicamentoase. O buna
biodisponibilitate ~ peroralda  existd atunci, cand substanta
medicamentoasd are o permeabilitate si solubilitate maxima la locul
de absorbtie. Asadar, gradul de absorbtie al substantei active (SA) ar
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putea fi prezis in baza permeabilitatii si masurarii solubilitatii. Prin
urmare, permeabilitatea intestinald reprezintd o parte esentiald in
predictia de biodisponibilitate perorala. Intestinul subtire de pui poate
fi un model util pentru studiul absorbtiei intestinale. Datele de
permeabilitate intestinald pot fi utilizate in studiile de preformulare a
SM pentru a evalua efectele diversilor excipienti farmaceutici asupra
absorbtiei substantelor medicamentoase. O serie de metode in vitro au
fost dezvoltate pentru evaluarea permeabilitatii intestinale a unei
anumite substante active. Studiile de absorbtie (permeabilitate) se
efectueazd in mod obisnuit pe bazd de saci intestinali izolati. Una
dintre aborddrile de imbunatatire a permeabilitatii substantelor
medicamentoase cu absorbtie joasd din TGI este administrarea de
intensificatori de absorbtie, inclusiv agenti tensioactivi, saruri biliare,
acizi grasi, unele mucoadezive si polimeri. In procesele de absorbtie
percutanatd eliberarea SA din formele de dozare depinde direct si de
proprietatile fizico-chimice ale transportatorului si ale substantelor
medicamentoase folosite.

Studiul experimental al proceselor de legare a substantei active
cu proteinele plasmatice a fost prezentat in capitolul trei. Substanta
activa se poate lega de alti constituenti ai sistemului biologic, cum ar
fi proteinele plasmatice (de exemplu, albumina, lipoproteinele cu
densitate mare si globulinele). Tn rezultat se pot forma complecsi de
dimensiuni mari, care nu pot traversa membranele biologice. Natura si
amploarea interactiunii SM cu proteinele influenteaza in mod
semnificativ activitatea biologicd a unei substante medicamentoase
prin influenta asupra farmacocineticii si a performantei
farmacodinamice. Experimentul in vitro a inclus utilizarea in acest
scop a albuminei din ou.

Tn capitolul patru sunt incluse lucririle cu privire la
calcularea parametrilor farmacocinetici. Se prezinta simularea
eliminarii plasmatice si a excretiei urinare dupa o doza de bolus
intravenos (1V) in baza experimentului cu permanganatul de potasiu.
Din graficul semilogaritmic al datelor privind dependenta
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concentratiei post-perfuzie de timp se determina constanta vitezei de
eliminare (K) si timpul de injumatatire (ti2), volumul de distributie,
clearance-ul, aria de sub curba.

in Indrumarul pentru lucrarile de laborator Biofarmacia si
farmacocinetica se contin lucrdari cu date teoretice privind
concentratia plasmaticdi in functie de timp, obtinute dupa
administrarea unei doze de bolus intravenos. Se calculeaza, la fel,
diferiti parametri farmacocinetici, utilizand in acest scop diferite
metode: metoda reziduurilor, metoda Wagner-Nelson si altele.

Studiul farmacocinetic al noilor substante farmacologic active
este o etapa obligatorie in cercetarea, dezvoltarea si implementarea lor
in practica medicald. Eficacitatea substantei medicamentoase depinde
direct de procesele de absorbtie, distributie si excretic a SM din
organism.

Ca rezultat al realizarii lucrarilor de laborator, studentii obtin
cunostinte privind principiille de preformulare si1 formulare a
medicamentelor sub aspect biofarmaceutic, formarea conceptiilor
despre influenta factorilor biofarmaceutici asupra farmacocineticii. Se
formeaza abilitati de evaluare biofarmaceuticd si farmacocinetica si se
dezvolta abilitati de intelegere a principiilor de cedare din formele
farmaceutice, absorbtie, distributie, eliminare.

O caracteristica importantd este  biodisponibilitatea, care
determind parametrii farmacocinetici ai SM, influentati de tehnologia
fabricarii  diferitelor preparate farmaceutice. Studentii capata
informatii referitoare la utilizarea principiilor biofarmaceutice in
cercetarea, dezvoltarea si elaborarea de noi substante medicamentoase
si forme farmaceutice.

Lucrarea Biofarmacia si farmacocinetica este destinata
studentilor anului III de la Facultatea de Chimie si Tehnologie
Chimica, specialitatea Tehnologia produselor cosmetice si medicinale,
in cadrul cursului de BF si FC din semestrul V. La fel, acest Tndrumar
se adreseaza studentilor de la specialitatea Chimia biofarmaceutica,
contribuind la  aprofundarea  cunostintelor in  elaborarea
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medicamentelor noi, deoarece eficacitatea lor depinde direct de
procesele de absorbtie, distributie si excretie a SM din organism. Este
un suport pentru cadre didactice si studenti in elaborarea tezelor de
licentd si master, care studiazd obtinerea de noi medicamente.

Competentele asigurate de aceasta disciplina conform standardului
includ competente generale si competente profesionale.

Competente generale formate de aceastd disciplind conform
standardului de competente sunt:

CG 1. Utilizarea in activitatea profesionald a legitatilor de baza
definite de stiintele fundamentale.

CG 4. Asigurarea calitatii si sigurantei productiei chimice, alimentare,
agricole, farmaceutice, cosmetice, medical-veterinare.

Rolul disciplinei in formarea competentelor profesionale este
determinat de studiul conceperii si elabordrii medicamentelor prin
prisma influentei factorilor farmaceutici de formulare si
a influentei lor asupra biodisponibilitatii si bioechivalentei
medicamentelor pentru asigurarea unui efect terapeutic maxim cu

efecte secundare minime.

Competente profesionale formate de aceasta disciplind conform
standardului de competente sunt:

CP 10. Aplicarea metodelor de verificare a calitatii.

CP 11. Conceperea produselor noi.
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ABREVIERI

AB — acid benzoic

AS —acid salicilic

ASC — aria totala de sub curba

BD — biodisponibilitate

Bolus IV — bolus intravenos

CCMD - cantitatea cumulativa de SM difuzata
C(0) — concentratia plasmaticd la momentul t=0
Cl —clearance

DCF — diclofenac de sodiu

ER — coeficient de amplificare

HPMC - hidroxipropil metilceluloza

Ka — constanta de disociere

K — constanta vitezei de eliminare
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Ka — constanta vitezei de absorbtie

LSS — lauril sulfat de sodiu

MTD — metronidazol

PC — coeficient de partitie
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TGI — tractul gastrointestinal

12 — timpul de Injumatatire

Vd — volum aparent de distributie
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CAPITOLUL 1. PROPRIETATILE FIZICO-CHIMICE ALE
SUBSTANTELOR MEDICAMENTOASE

Lucrarea de laborator Nr. 1.

Determinarea coeficientului de partitie si a constantei de
disociere

Majoritatea substantelor medicamentoase (SM) sunt acizi slabi
sau baze slabe. Distributia acestor substante in organism se face prin
difuziunea pasiva a formei neionizate. Concentratia ionilor de
hidrogen (pH-ul sanguin) influenteaza proprietatile fizico-chimice ale
substantelor medicamentoase (solubilitatea, coeficientul de partitie
lipide/apa). Fiecare substanta medicamentoasd are o constanta de
disociere specifica (Ka). In cazul substantelor ce se comporti ca acizi
slabi, cresterea pH-ului determina cresterea fractiei ionizate a SM. n
cazul bazelor slabe, scaderea pH-ului determina cresterea fractiei
lonizate a substantei medicamentoase. Numai forma neironizatd este
suficient de liposolubila si poate traversa membranele celulare.
Raportul dintre forma ionizatd si cea neironizatd a unei substante
medicamentoase este dependent de pH si de constanta de disociere
(Ka). Tn functie de pKa specifica pentru SM, repartitia sa va fi diferita
in mediul intracelular (mai acid) si Tn mediul extracelular (mai
neutru).

Scopul lucrarii constd in determinarea Ka, pKa si a
coeficientului de partitie (PC) pentru acidul salicilic. In figura 1.1 sunt
prezentate formulele de structurd a acidului salicilic si a acidului acetil

salicilic.
HO HO O
"o >
éf I
a) b)

Figura 1.1. Formulele de structuri:
a) acidul salicilic si b) acidul acetil salicilic
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Obiective:

1. sid se determina coeficientul de partitie (PC) si pKa a acidului
salicilic;

2. sa se realizeze extractia acidului salicilic din tampon apos in
solvent organic;

3. sase explice relatia dintre valorile pKa si pH.

Generalitati
Ponderea partiala a ipotezei a fost prezentata de Brodie si al.,
care afirma ca SM sunt absorbite din tractul gastrointestinal prin
difuzie pasiva in functie de fractiunea de substantd medicamentoasa
nedisociatd la pH-ul intestinului. Astfel, procesul de absorbtie este
determinat de:
1. constanta de disociere (pKa) a substantei medicamentoase;
2. solubilitatea lipidica a substantei medicamentoase ionizate
(PC);
3. pH-ul la locul de absorbtie.

pKa si pH-ul gastrointestinal

pKa este o masurd a tariei unui acid sau a unei baze si este
definit ca logaritmul negativ al constantei de echilibru (Ka) a formelor
nedisociate si ionizate ale unui compus. Calculul pKa permite sd se
estimeze proportia de specii neutre si ionizate la orice pH, precum si
proprietdtile bazice sau acide ale compusului studiat.

Cu cat pKa a unei substantei medicamentoase acide este mai
scazuta, cu atat mai mare este proportia formei ionizate la un anumit
pH. Cu cat pKa a unei substantei medicamentoase bazice este mai
ridicata, cu atat baza este mai slaba. Astfel, din cunoasterea pKa a SM
si a pH-ului la locul de absorbtie, cantitatea relativd de substanta
medicamentoasa i0nizata si neionizatd in solutie la un anumit pH si
gradul de ionizare (procentul de substantda medicamentoasd ionizatd)
la acest pH pot fi determinate prin ecuatia Henderson-Hasselbalch:
Pentru acizi slabi:

pH = pKa + |g M (11)

[SM]neionizate

11
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H-pKa
% [SM]ionizatﬁ = & . 100 (12)

1+10PH-pKa
Pentru baze slabe:

[SM]neionizate
= + —_— .
pH pKa Ig [SM]ionizate (1 3)

lopKa—pH

% [SM]ionizatﬁ =————-100 (14)

~ 1+10pKa—pH -

Lipofilicitatea si absorbtia substantei medicamentoase

Coeficientul de partitie sau distributie (PC) al unei
substante medicamentoase este o masurd a distributiei substantei intre
o faza lipidica (ulei) si o faza apoasa; astfel, este definit ca raportul
dintre concentratia SM intr-un solvent organic si concentratia
compusului in faza apoasa:

PC = [SM] in faza organici]/[SM] in faza apoasa

Daca substantd medicamentoasa existd predominant in forma
ionizatd, aceasta va fi slab absorbitd daca are o solubilitate lipidica
slaba. In mod ideal, pentru o absorbtie optimi, o substanti
medicamentoasa trebuie sd aibd o solubilitate suficienta in solutiile
apoase pentru a se dizolva in fluide la locul de absorbtie si o
solubilitate lipidicd suficient de mare pentru a facilita transportul
substantei medicamentoase in biomembrana lipoidala si in circulatia
sistemica.

Solubilitatea lipidicd a unei substante medicamentoase este
determinatad din valoarea PC (ulei/apd). PC este o masura a gradului de
distributie a substantei medicamentoase intre unul dintre solventii
organici nemiscibili in apa, lipofili, cum ar fi n-octanol, cloroform, n-
heptan etc. si o fazd apoasa (apa sau solutie tampon corespunzatoare).
In general, valoarea coeficientului de distributie n octanol/ solutie
tampon pH 7,4 in intervalul de la 1 la 2 a unei substante
medicamentoase este suficientd pentru a prezice absorbtia pasiva prin
membranele lipoidale.

12
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Principiul metodei

Acidul salicilic este un compus relativ polar, putin solubil in
apa. Sarea lui este totusi destul de solubild in apa. Prin modificarea
pH-ului solutiei-tampon apoase se poate modifica raportul dintre
forma ionizatd si cea neionizata a acidului salicilic. Deoarece forma
nedisociatd este extrasa in faza organicd, concentratia fractiei extrase
va varia In functie de pH-ul solutiei apoase. Formula de calcul a
constantei de ionizare (Ka) poate fi redata prin urmatoarele expresii:
in solutia-tampon apoasa

[H]e[A™
[HA]

[H Al

Ka= H

I sau [A]= (1.5)

Partitia dintre tamponul organic si cel apos poate fi descrisa
printr-un coeficient de partitie real, PC (ec. 1.6), unde HA - acid salicilic.
HA-organic]

_ 1 R
PC = HA_apos]  S2U [HA-organic] = PC-[HA-apos] (1.6)

in laborator, se misoard un coeficient de partitie aparent,
PC', care va varia in functie de pH sau [H']. Acest coeficient aparent
de partitie este dat de relatia (1.7):

| _ [HA—organic]
PC' = “HALIA-] .7

Daca inlocuim [HA-organic] din ecuatia 1.6 si [A-] din ecuatia
1.5 obtinem:

| — _[PC] -[HA]
PC = e Bl (1.8)
PCI = _PC 19
[1+—:l(i‘r ( )

Obtinem o ecuatie pentru PC' in functie de [H'] cu doi
parametri necunoscuti, PC si Ka. Aceasta ecuatie poate fi transformata
in ecuatia unei drepte prin obtinerea marimii inverse a ambelor parti

ale ecuatiei. Prin urmare:
1 _H L K
PC' PC-[H*] PC-[H*]

(1.10)

13



Biofarmacia si farmacocinetica

1_1, X
PC PC PC-[H']

Deci, reprezentarea grafici a dependentei 1/PC' in functie de
1/[H"] este o linie dreapti cu o panta egald cu Ka/PC si o intersectare
pe ordonata egala cu 1/PC (Fig. 1.2).

PC' poate fi estimat prin determinarea concentratiei de acid
salicilic distribuit in faza organica. Acidul salicilic prezent in faza
organica este determinat prin utilizarea solutiei de nitrat de fier (I11).
Reactia acidului salicilic cu nitratul de fier (I11) produce un complex
intens colorat, a cdarui absorbtie maximd poate fi determinata

spectrofotometric la lungimea de unda 540 nm.

(1.11)

4.5 1
4
3.5
3
2.5 4
2 .
1.5 1
1 -
0.5 4

0 T T T 1
0 2000 4000 6000 8000

1[H]
Figura 1.2. Reprezentarea grafici a dependentei 1/PC'
n functie de 1/[H]

L/PC!

Prerechizite
1. Conceptul de pH si pKa.
2. Ipoteza partitiei pH-ului.
3. Conceptul de absorbtie a substantelor medicamentoase.

Materiale si reagenti:

Veseld chimica: baloane cotate (50, 100 mL), pipete gradate
(5 mL), eprubete (20 mL) etc.

Reagenti chimici: acid salicilic, acid clorhidric, ftalat de
potasiu, solvent organic (hexan/acetat de etil), nitrat de fier
(IlT)/clorura de fier (1), acid azotic (0,4 M).

14
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Echipamente: balanta analitica, spectrofotometru UV-VIS.

Modul de lucru

1. Se prepara 100 mL de solutie-tampon cu pH-ul: 2,5; 2,8; 3,0; 3,5;
3,8 514,0.

2. Se cantareste 10 mg de acid salicilic cu precizie de 0,0001, care se
transferd in balon cotat de 50 mL si se ajusteazd volumul cu
solutia-tampon pH 2,5.

3. Se prepara in mod asemanator solutiile de 0,02% de acid salicilic
cu urmdtoarele solutii-tampon cu pH-ul 2,8; 3,0; 3,5; 3,8 si 4,0.

4. Din solutia pregatitd cu pH-ul 2,5 se iau 4 mL si se adauga 1 mL
de solutie de clorura de fier (III) de 0,55%. Dupa formarea culorii
se masoara absorbanta la 540 nm folosind spectrofotometrul UV-
VIS. Aceasta este absorbtia (Aj1);

5. Apoi, iarasi se iau 5 mL din solutia cu pH-ul 2,5 si se adauga 5 mL
de solvent organic (hexan/acetat de etil). Se agita eprubeta timp de
5 min pentru a se realiza extractia. Se lasd sa se separe cele doua
faze, se indeparteaza 4 mL din faza apoasa, se adauga 1 mL solutie
de clorurd de fier (III) (0,55% de clorura de fier (III) in acid
clorhidric de 0,4 M) pentru a forma culoarea si pentru a masura
absorbanta la A = 540 nm. Aceasta este absorbanta a doua (Aj).
Folosind cele doud marimi ale absorbtiei, se calculeaza
coeficientul aparent de partitie, PC":

| - [HA—organic]
PC = [HA—apos] (1-12)
unde, [HA- organic] = A;— A, si [HA- apos] = A,
Prin urmare, PC' = % (1.13)

6. Se repeta experimentul cu solutii-tampon de pH 2,8; 3,0; 3,5; 3,8
si 4,0. Se reprezinti grafic dependenta 1/PC' fati de 1/[H"] si se
calculeaza PC, Ka si pKa;

7. Se calculeazi concentratia de ioni H® cu ajutorul ecuatiei
pH = -lg [H"]. Datele obtinute se introduc in tabelele 1.1, 1.2.

15
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Tabelul 1.1. Coeficientul aparent de partitie (PC') al acidului
salicilic

Nr. | pH | Absorbanta | Absorbanta | Extractia PC'=
Ay A, AS (A1-Ar)/
(A-Ar) Az

2,5

2,8

3,0

3,5

3,8

OO B W DN

4,0

Tabelul 1.2. Valorile [H"] si PC' ale acidului salicilic

Nr. | pH [H'] 1/ [H'] PC' 1/PC'

2,5

2,8

3,0

3,5

3,8

OO bW DN

4,0

Calcule
1. Concentratia H' la pH-ul dat
pH =-1g[H]
[H]=10""
2. Coeficientul aparent de partitie (PC')
PC' = (A 1 -A 2)/A2
3. Coeficientul de disrtibutie (PC)
Se construieste graficul dependentei 1/PC' fatid de 1/[H"].
Se obtine o linie dreaptd cu o pantd m = Ka/PC si o intretdiere cu
ordonata ¢ = 1/PC. Se calculeaza segmentul c si se determina
PC =1/c.
4. Constanta de disociere a acidului, K,
Se inlocuieste valoarea pantei (m) si a PC-ului n formula:
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Ka=m-PC
5. Logaritmul negativ al constantei de echilibru (Ka), pKa
PKa= - 19 (Ka)

Rezultatele experimentale
1. Extractia acidului salicilic in stratul organic la pH 2,5 a fost

2. S-a constatat cd coeficientul de partitie (PC) al acidului salicilic
este
3. S-aconstatat ca pKa a acidului salicilic este

Concluzii

Valoarea pKa indicd despre ionizarea substantei
medicamentoase la pH-ul dat, in timp ce coeficientul de partitie, PC-
ul, indicd solubilitatea sa lipidicd la pH-ul dat. Astfel, substanta
medicamentoasa existentd in formd neionizata, cu o lipofilitate mai
mare la pH-ul dat, este asiguratd de absorbtie. Pe masura ce pH-ul
continud sd creasca, extractia acidului salicilic in stratul organic
continud sa creasca.

Aplicatii
1. Determinarea pKa
Se poate calcula cantitatea relativa a formei neionizate
(absorbabile) si a celei ionizate (neabsorbabile) ale substantei
medicamentoase si prognoza gradul de absorbtie la un pH dat al
tractului gastrointestinal, daca pKa este cunoscuta.

2. Determinarea coeficientului de partitie

Se poate prezice gradul de absorbtie cunoscand liposolubilitatea,
deoarece liposolubilitatea ridicata faciliteazd partitia substantei
medicamentoase in biomembrana lipoidald si in circulatia Sistemica.
Cunoasterea valorii pKa si a PC-ului unei substante medicamentoase
particulare va fi utila pentru proiectarea formei de dozare adecvata
pentru o biodisponibilitate optima.
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Sarcini pentru evaluare si autoevaluare

1. Definiti notiunile de PC, pKa si pH.

2. Explicati utilizarea valorilor pKa si PC ale substantei
medicamentoase in timp ce se proiecteaza sinteza unei SM.

3. Calculati ce procent din acid va fi ionizat la pH 6,0, dacd un acid
are pKaegal cu5,2.

4. Luati In considerare caracteristica urmatorilor compusi:

Compusi Tip pKa
Acid toluen-4- Acid -1,3
sulfonic
Acid benzoic Acid 4,2
Tiopental Acid 7,6
Codeina Baza 8,2
Atropina Baza 10,0

a) Explicati care din substantele prezentate in tabel va fi cel mai
bine absorbita in stomac (pH = 2).
b) Explicati care din substantele prezentate in tabel va fi cel mai
bine absorbita in intestinul subtire (pH = 4,2).
(S& presupunem cd coeficientii de partitie ai compusilor sunt
identici).
Lucrarea de laborator Nr. 2.
Verificarea legii dizolvarii a lui Noyes si Whitney

Scopul lucrarii: verificarea legii dizolvarii a Iui Noyes si Whitney
folosind bastonase de acid benzoic.

Obiective:

1. sd se studieze si sd se inteleagd conceptul legii lui Noyes si
Whitney cu privire la dizolvare;

2. sa se verifice legea lui Noyes - Whitney la dizolvare folosind
bastonase de acid benzoic (AB).
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Generalitati

Atunci cand o substantd medicamentoasa este administrata pe
cale orald sub formd de comprimat, capsuld sau suspensie, viteza de
absorbtie este controlatd de viteza de dizolvare a SM in fluide la locul
de absorbtie. Prin urmare, viteza de dizolvare este adesea etapa de
limitare a vitezei de adsorbtie.

&

Dezintegrarea

0
O o
o
0o Permeabilitatea
Teni I o Fractia absorbita
ES ‘o 5 - ;
o b = et Medicamentul in circulatia
. = e sistemica
Medicament in solutie g
— \ ] i in per: Metabolizarea in ficat
Degradarea \Complexarea Metabolizarea in peretele
v \ celular
o DD |
a3 D]

Absorbtia

S

Biodisponibilitatea

Figura 2.1. Schema de dizolvare a comprimatului si de absorbtie
a substantei medicamentoase

Cand dizolvarea este etapa care controleaza viteza intregului
proces, se considerd cd absorbtia este etapa limitativa a vitezei de
dizolvare. Absorbtia din solutie se desfasoarda mai rapid decat dintr-0
formia de dozare solidi. In cazul substantelor medicamentoase
solubile, absorbtia nu depinde de procesul de dizolvare, in timp ce
substantele medicamentoase putin solubile tind sd conducd la o
absorbtie limitatd in procesul de dizolvare.

Dizolvarea unei substante solide Tintr-un lichid implica
transferul de masd dintr-o faza solidd in faza lichida. Procesul de
transfer global poate fi considerat ca fiind compus din doua etape
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consecutive. Prima etapa implica o reactie la interfaza, care are drept
rezultat eliberarea moleculelor dizolvate din faza solidd, urmata de
transportul moleculelor dizolvate la suprafata de separare a fazelor sub
influenta difuziei sau convectiei. Ca orice reactie complex, care
implica etape consecutive, viteza globald a transferului de masa la
dizolvare va fi determinatd de stadiul cel mai lent. Daca vitezele a
doua etape consecutive sunt comparabile ca marime, atunci ambele
etape vor influenta viteza globala de transfer a SM.

In 1897, Noyes si Whitney au descris analiza cantitativa care
coreleaza timpul necesar pentru dizolvarea wunei substante
medicamentoase din particule solide. Legea lui Noyes - Whitney
afirma ca viteza cu care o substantd solida se dizolva in solutie este
proportionald cu diferenta dintre concentratia solutiei respective si
concentratia solutiei saturate. Expresia matematica a legii Noyes -

Whitney este:
dc
ar = K- (Cs-Cy) (2.1)

unde, dc/dt - viteza de dizolvare, Cs - solubilitatea substantei la
saturatie, C; - concentratia la expirarea timpului t si K - constanta
vitezei de dizolvare.

Particula de Strat de Solutie
medicament difuzie in vrac

Figura 2.2. Schema de dizolvare a unui substante medicamentoase
conform modelului stratului de difuzie
Versiunea actuald a ecuatiei este usor modificata fatd de
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original, dar raimane bazata pe modelul stratului de difuzie a dizolvarii
substantei medicamentoase dintr-o particula intr-un mare exces de
mediu de dizolvare (Fig. 2.2).

Viteza de dizolvare depinde de suprafata solidului, care, la
randul sau, depinde de gradul de dispersie a substantei
medicamentoase. De asemenea depinde de energia si starea energetica
din cristalele substantei medicamentoase. O relatie generald a
procesului de dizolvare descendent a fost mai intdi observatid de
Mayer Whitney. Ecuatia Noyes - Whitney modificata este prezentatad

inec. (2.2).

dc
E = K-S (Cs-Cy) (2.2)

unde S - suprafata solidului dizolvat, Cs - concentratia la
saturatie a substantei medicamentoase (concentratia in stratul de
difuzie),

C: - concentratia substantei medicamentoase in mediul de dizolvare la
momentul t.

K - constanta vitezei de dizolvare, este egald cu raportul dintre
coeficientul de difuzie si grosimea stratului de difuzie (D/h, unde
D - coeficientul de difuzie al solutiei, h - grosimea stratului de difuzie)
asemanator cu stratul de apa nemiscibil in intestin si este prezentat sub
forma unui strat stationar subtire de solutie adiacenta la suprafata
solidului. Stratul este saturat cu substanta medicamentoasa. Astfel,
concentratia SM 1n strat este egalda cu Cs. Expresia Cs-C; reprezinta
gradientul de concentratie dintre stratul de difuzie si volumul solutiei.
Tn expresia vitezei de dizolvare C, este neglijabila. Astfel, ecuatia (2.2)

se reduce la ecuatia (2.3).
dc D-S-Cs
- (2.3)
Ecuatia lui Noyes si Whitney presupune ca viteza transferului
de masa depinde de viteza cu care substanta dizolvatd difuzeaza din
stratul subtire limitat (film) in volumul solutiei. Prin urmare, K va
depinde de coeficientul de difuzie al solutiei si de grosimea stratului
de difuzie si va fi influentat de factorii de care depinde coeficientul de

21



Biofarmacia si farmacocinetica

difuzie si grosimea filmului de lichid.
Daca suprafata este mentinuta constanta, atunci:

K-S =K' (2.4)
Prin urmare, ecuatia (2.2) poate fi redusa la ecuatia (2.5):
dc
-~ K- (C-C) (2.5)
Prin integrarea ecuatiei de mai sus obtinem:
Cs _Kiet

lg Cs-Ct 2,303 (2.6)

Viteza de dizolvare pentru o anumitd substanta

medicamentoasa intr-un anumit solvent poate fi calculatd din ecuatia
(2.7):

Ki 2,303 Cs
K=—= 'Y

S St Cs-Ct (2.7)

Eliberarea SM din forma de dozare depinde de natura si
cantitatea de excipienti, gradul de dispersie a unei substante,
solubilitatea acesteia, pH-ul mediu si de alti factori. Viteza si
complexitatea eliberarii unei substante medicamentoase este
determinata de valoarea constantei Kejinerare. Aceasta constanta este cea
care preceda procesul de absorbtie, adesea il limiteaza, mai ales daca
SM este sub forma de comprimate, capsule, drajeuri, spansule,
suspensii, pulberi, supozitoare etc. Cu o crestere a Kejiperare, adicd cu
cresterea cantitatii de substantd eliberate din forma de dozare in
solutie, mai complet va fi procesul de absorbtie a SM.

Conditia principala pentru absorbtia SM este prezenta lor n
stare dizolvata in fluidul de la locul de absorbtie. Coeficientul de
solubilitate si viteza de dizolvare a SM din forma farmaceutica
influenteaza n principal absorbtia si, respectiv, biodisponibilitatea.
La administrarea extravasculard (orald, rectald, transdermala,
transmucozald, intra-musculard etc.) procesul de dizolvare poate fi
factorul de limitare a absorbtiei.

Pentru substantele usor solubile in apa, fiind administrate sub
forma de solutii sau dizolvate dupa eliberarea din forma farmaceutica
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(suspensie, pulbere, comprimate, capsule etc.), biodisponibilitatea este
influentata in special de viteza si gradul de absorbtie prin mucoasa
biologica si gradul de biotransformare (hepatica si gastrointestinala).

La substantele greu solubile in apa biodisponibilitatea este
influentatd in special de viteza de dizolvare. Cresterea suprafetei
efective a particulelor solide de SM (micsorarea dimensiunilor
particulelor) va mari viteza de dizolvare si deci absorbtia. Aceasta se
poate realiza prin:
e micronizarea in mori coloidale (transformarea unui corp solid in

particule ce au dimensiuni de ordinul micronului, 15-20 x¢m);
e aplicarea de nanotehnologii (particule cu dimensiuni de 100 si
200 nm).

Prin micsorarea marimii particulelor biodisponibilitatea creste.
Cu cat dimensiunea particulelor este mai mica si cu cat suprafata lor
este mai mare, cu atit mai repede aceastd substantd trece 1n solutie si
va fi disponibild pentru absorbtie. Substantele necristalizate (amorfe)
sunt instabile din punct de vedere terapeutic si poseda adesea
solubilitdti mai mari decat forma cristalina, deoarece la dizolvare nu
este nevoie sa se ,,invingd” energia retelei cristaline. Cu cresterea
hidratarii se micsoreaza viteza de dizolvare in apa, astfel fiind limitata
si biodisponibilitatea.

Principiul lucrarii

Principiul acestui experiment se bazeaza pe faptul cd constanta
vitezei de dizolvare rdmane aceeasi, chiar daca suprafata bastonaselor
de acid benzoic variaza. Constanta vitezei de dizolvare a acidului
benzoic se calculeaza utilizand ecuatia (2.7). Solubilitatea la saturatie
(Cs) a acidului benzoic (AB) poate fi calculatd prin dizolvarea unei
cantitati in exces de AB in apa, in timp ce concentratia de acid benzoic
(Cy in solutie la momentul dat (t) poate fi, de asemenea, estimata.
Constanta vitezei de dizolvare pentru bastonasele de acid benzoic A,
B si bastonasul C rdméane aceeasi, chiar daca suprafetele acestor
bastonase sunt diferite. Astfel, legea Noyes si Whitney poate fi
verificatd folosind bastonase de acid benzoic.
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Materiale si reagenti

Veseld chimica: pahare (200 mL), 2 cilindre Nesseler (100
mL), tuburi de testare, baghete de sticla, biuretd de 10 mL, balon conic
de
100 mL, pipete gradate de 10 mL.

Reagenti chimici: acid benzoic, hidroxid de sodiu de 0,05 N,
acid oxalic, fenolftaleina si parafind moale.

Ustensile: rigla.

Modul de lucru

1. Standardizarea solutiei de hidroxid de sodiu 0,05 M

Tntr-un balon conic se introduc 10 mL de acid oxalic de 0,05 M
(se dizolva 315 mg de acid oxalic iIn 100 mL de apa distilata) si se
adauga 2 picaturi de fenolftaleind. Se titreazd continutul balonului cu
solutie de hidroxid de sodiu pand se obtine o culoare roz deschis. Se
repeta titrarea pentru a obtine valori concordante.

2. Prepararea solutiei saturate de acid benzoic (AB)

Se prepara solutie saturata de acid benzoic in 100 mL apa prin
utilizarea in exces a acidului benzoic. Solutia rezultatd se agita
folosind agitatorul magnetic timp de 2 ore si se filtreaza. Se extrag 10
mL de solutie saturatd, care se filtreaza si se determind cantitatea de
acid benzoic prin titrarea cu solutie de 0,05 M NaOH (se obtine
valoarea Cs).

3. Prepararea bastonaselor de acid benzoic
1. Se plaseazd cantitatea necesard de cristale pure de acid benzoic

intr-un pahar si se incdlzeste pana se topeste (incalzirea nu trebuie
sa fie atat de puternica incat acidul benzoic sa se decoloreze).

2. Se ia o bagheta de sticla si o eprubeta. Se amplaseaza un capat al
baghetei de sticla in eprubetd si se pune pe un suport de testare
vertical.

3. Se tine bagheta de sticla in centrul eprubetei de testare si se toarna
cu grija acidul benzoic topit. Se umple la 9-10 cm inaltime. Se tine
bagheta 1n centru pana cand acidul incepe si se solidifice.

4. Dupa racirea la temperatura camerei, se raceste eprubeta in baie cu
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gheatd timp de 10 pand la 15 min. Datorita racirii ulterioare, acidul
benzoic se va solidifica si se va desprinde de pe suprafata
eprubetei de testare.
Dupa racirea completd, se scoate bagheta de sticld impreuna cu
cilindrul de acid benzoic. Se taie cu o lama la o lungime de la 6
pana la 8 cm. Se masoara lungimea exacta si diametrul cu ajutorul
riglei.
Se unge cu parafind moale doud suprafete opuse ale bastonasului
(cilindru), pentru a preveni dizolvarea suprafetelor. Excesul de
parafind moale trebuie evitat, deoarece difuzeaza in bastonul de
acid benzoic si modifica suprafata circulara.
Se pregitesc bastoane de acid benzoic cu lungimi diferite si se
marceaza ca Stick A, Stick B si Stick C.

4. Studiul de dizolvare a bastonaselor de acid benzoic
doud cilindre de masurare Nesseler se implu cu 100 mL de apa
distilata. Apoi, bastonasul de acid benzoic se introduce in cilindru
si se noteaza timpul initial. Se deplaseaza vertical bastonasele de
AB timp de 10 min. Apoi se indeparteaza 10 mL de solutie si se
titreaza cu NaOH 0,05 N utilizand fenolftaleina ca indicator pentru
analiza sarii de acid benzoic.
Se mentin conditii constante de dizolvare a bastonasului de AB in
apa.
Se determina Tn mod similar concentratia de acid benzoic dupa 20,
30 si 40 de min.
Se efectueaza titrarea martor a esantionului, excluzand stickul de
AB, se scad datele din titrarile mentionate anterior si se prezenta
rezultatele.

5. Construirea graficului Ig (Cy/Cs— Cy) functie de timp (t)

Se construieste graficul dependentei 1g (Cs/Cs— Cy) functie de timp (t).

Tabelul 2.1. Standardizarea solutiei de NaOH de 0,05 M

Nr.

Volumul de 0,05 My, solutie Volumul de Concentratia
de acid oxalic (mL) NaOH utilizat molara
(mL)

25




Biofarmacia si farmacocinetica

1 10
2 10
3 10
Tabelul 2.2. Parametrii stickurilor A, B si C
Nr. Bagheta Diametru (cm) Lungimea Suprafata (S)
(cm) (cm?)
1 Stickul A
2 Stickul B
3 Stickul C
Solutia saturata a acidului benzoic in apa (Cs) = g/L.

Tabelul 2.3. Tabelul de observatie pentru stickul A

Timp, min

10

20

30

40

Volumul de NaOH
utilizat (a-b) * (mL)

Concentratia molara
a echivalentului
NaOH

Conc. AB (bagheta
A)

Cs
Cs-C

] Cs
9cs- ¢

Panta

K' =Panta - 2.303

K=K'/S

* a - este volumul de NaOH utilizat pentru titrarea acidului benzoic,
b - este volumul de NaOH utilizat pentru titrarea probei martor, adica

fara acid benzoic.
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Tabelul 2.4. Tabelul de observatie pentru stickul B

Timp, min 10 20 30 40

Volumul de NaOH
utilizat (a-b) * (mL)

Concentratia molara
a echivalentului
NaOH

Conc. AB (B)

Cs
Cs-C

l Cs
°9cs- ¢

Panta

K' =Panta -2.303

K=K' /S

*a -volumul de NaOH utilizat pentru titrarea acidului benzoic, b -
volumul de NaOH utilizat pentru titrarea probei martor, adica fara
acid benzoic.

Tabelul 2.5. Tabelul de observatie pentru stickul C

Timp, min 10 20 30 40

Volumul de NaOH
utilizat (a-b) * (mL)

Concentratia molara
a echivalentului
NaOH

Conc. AB (C)

l
9cs- ¢

Panta

K' =Panta -2.303

K=K' /S
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*a -volumul de NaOH utilizat pentru titrarea acidului benzoic,
b - volumul de NaOH utilizat pentru titrarea probei martor, adica fara
acid benzoic.

1. Calcularea concentratiei molare echivalente a solutiei de NaOH
N1-V1i = Nz'V;
unde: Nj - concentratia molara a echivalentului NaOH, V;.
volumul de NaOH utilizat, N; - concentratia molara echivalenta a
acidului benzoic ( AB),
V, - volumul de acid benzoic utilizat.
2. Calcularea concentratiei solutiei saturate de acid benzoic (Cs)
N1°V1 = Nz'Vg
NaOH AB
Concentratia solutiei AB este egald cu N, < masa molard a
AB = N; - 122,1 g/mol. Solubilitatea la saturatie - N, - 122,1 g/mol.
3. Calcularea suprafetei stickului (S)
S=D-L
unde, D - diametrul, L - lungimea.
4. Calcularea concentratiei acidului benzoic (C) la timpul t
Nl'Vl = N2 'V2
(NaOH) (AB)
Concentratia solutiei AB este egald cu N - masa molard a AB = Nj X
122,1 g/mol
5. Calcularea constantei vitezei de dizolvare (K)
Se construieste graficul:
Ig (Cs/Cs- Cy) in functie de timp. Se calculeazi din grafic K':
K '= panta - 2.303
K=D/h=K'S
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Figura 2.3. Dependenta Ig (Cs/C; - C;) in functie de timp

Rezultate experimentale
Constanta vitezei de dizolvare pentru stickul de acid benzoic
esteegaldcu........ooeeveennn....

Concluzii

Din acest experiment se poate concluziona cd constanta vitezei
de dizolvare "K" ramane constantd pentru SM data in conditii date si,
prin urmare, legea lui Noyes si Whitney de dizolvare este respectata.

Aplicatii

1. Testele de dizolvare sunt utilizate in industria farmaceutica pentru
controlul calitatii si pentru a facilita determinarea bioechivalentei
SM.

2. Testul de dizolvare ofera informatii utile Tn mai multe etape ale
dezvoltarii medicamentului.

3. Testul de dizolvare poate fi folosit ca instrument de prognostic al
absorbtiei orale a substantei medicamentoase.

4. Dizolvarea poate fi, de asemenea, un instrument esential pentru
dezvoltarea si evaluarea formularilor cu eliberare sustinuta.

5. Testul de dizolvare poate fi un instrument de corelare a substantei

medicamentoase.
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Sarcini pentru evaluare si autoevaluare

1. Definiti notiunea de solubilitate si explicati metoda de
determinare a solubilitatii la saturatie.

2. Definiti notiunea de dizolvare a SM.

3. Explicati influenta diferitor factori asupra vitezei de dizolvare a
substantelor medicamentoase.

4. Evaluati evenimentele secventiale in timpul transferului din
tractul gastrointestinal in circulatia sistemica a unei substante

medicamentoase sub forma de dozare solida.

Lucrarea de laborator Nr. 3.

Studiul cinetic privind dizolvarea substantelor
medicamentoase

Scopul lucréarii: studierea cineticii dizolvarii aspirinei (acidului
acetilsalicilic) si determinarea constantei vitezei de dizolvare.

Obiective:
1. studiul cineticii dizolvarii substantelor solide prin metoda lui
Guggenheim;

2. corelarea datelor obtinute pentru determinarea constantei vitezei
de dizolvare.

Generalitati

Dizolvarea substantelor solide este unul dintre procesele eterogene
care apar la suprafata de separare dintre doud faze, numitad interfata.
Evident, una dintre faze este solidd, de aceea reactia are loc pe
suprafata solidd si procesul poate fi impartit in urmatoarele faze:

1. difuzia substantelor reactante la suprafata;

2. adsorbtia pe suprafata,

3. reactia la suprafata;

4. desorbtia de pe suprafat;

5. difuzia produsului de pe suprafata.
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Viteza totald a reactiei procesului eterogen este controlatd de
viteza celei mai lente etape, iar in cazul sistemelor solid/lichid, etapa
determinanta a vitezei sunt procesele legate de difuzie.

in sistemele biologice apa reprezinti cel mai frecvent mediu
lichid-solvent. In procesul de dizolvare a compusilor solizi cristalini in
solutie apoasa, etapele de mai sus sunt suplimentate cu hidratarea
suprafetei si a produselor de dizolvare. Dizolvarea substantei solide
este controlatd de cea mai lentd etapd de reactie, care este difuzia
compusului dizolvat si hidratat de pe suprafata solida. In procesul de
difuzie se transportd substanta dizolvatd printr-un strat subtire de
difuzie h, unde concentratia substantei dizolvate scade continuu de la
concentratia solutiei saturate (Cs) la suprafata solida pana la nivelul de
concentratie (C) din volumul solutiei. Forta motrice a difuziei este
gradientul de concentrare spatiala in conformitate cu Legea lui First
Fick:

dn

dc
—=-D-S-=— (3.1)

unde: dn - cantitatea de substanta dizolvatd in intervalul de timp

dt, D - coeficientul de difuzie, S - suprafata totald (la interfata) a
solidului dizolvat si in final dc / dx - gradientul de concentratie.

Cand amestecarea este eficienta, stratul de difuzie este foarte

subtire (0,02-0,05 nm), iar gradientul de concentratie poate fi inlocuit

cu o singurd aproximare liniara.
dc _ (C-Cs)

™ - (3.2)
Pentru a calcula cantitatea de substanta dizolvata, dn, putem scrie:
Dn=V-dc (3.3)

unde: V - volumul total al solutiei si dc - cresterea concentratiei.

Forma finala a ecuatiei Nernst este:
dc _DesS d
Z="2(Cs—C) sau —=K-(Cs—C) (3.4)
dx V-h dx
unde K - constanta vitezei de dizolvare.
Dupa separarea variabilelor si integrare obtinem urmatoarea ecuatie,

care reprezinta ecuatia pentru cinetica reactiei de ordinul I:

C=Cs:(1-e7¥? (3.5)
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Cinetica chimicd poate fi definitd ca un studiu cantitativ
privind modificarile concentratiei (sau presiunii) in timp, produse de o
reactie chimicd. Cu alte cuvinte, cinetica chimica investigheaza
vitezele diferitor reactii chimice. Viteza de reactie este variatia
concentratiei a unuia dintre reactanti pe o unitate de timp. Constanta
de viteza este 0 masura a vitezei unei reactii chimice date in conditii
specificate (presiune, temperaturd). Aceasta poate fi definita ca viteza
variatiei concentratiei reactantului sau a produsului in timp pentru o
reactic in care toti reactantii sunt exprimati in aceleasi unitdti de
concentratie, sau este viteza Specifica, cand concentratiile reactantilor
sunt egale cu 1 mol/L; v = k. Ordinul de reactie este, de obicei, un
numdr intreg mic, dar, in cazuri speciale, poate avea o valoare
fractionarad sau poate fi egal cu zero. Este definit, in mod formal, ca
suma termenilor puterilor concentratiilor care apar in ecuatia cinetica
a vitezei de reactie. Daca reactia chimica are loc intr-0 serie de etape
succesive, atunci viteza de reactie este limitatd de stadiul cel mai lent.
Aceasta etapd este denumita etapd determinanta a vitezei de reactie.
Principiul metodei

Masurarile cinetice sunt, de obicei, efectuate pentru
determinarea vitezei de reactie sau a ordinului de reactie in conditiile
date. Procesul de dizolvare a substantelor ionice poate fi studiat prin
masurarea modificarilor de conductivitate in timp:

G(t)=Gs-(1-e7k? (3.6)
unde: G (t) - conductivitatea la momentul t, Gs - conductivitatea
solutiei saturate. Se presupune cd modificarile de suprafatd ale
substantei dizolvate sunt neglijabile. In cazul compusilor organici mai
putin stabili, determinarea precisd a conductivitatii solutiei saturate
este imposibila din cauza reactiilor secundare (de exemplu, acidul
acetilsalicilic hidrolizeaza in acid acetic si salicilic). Astfel,
conductivitatea solutiei saturate Gs este tratati ca o marime
necunoscutd si la fel trebuie determinata.

Se va folosi metoda lui Guggenheim de evaluare a constantei
de viteza, deoarece concentratia finald este necunoscutd. Esenta
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metodei poate fi caracterizatda dupa cum urmeaza: exista cateva serii
de masuratori 1n cadrul experimentului, in care variatia timpului intre
serii rdmane constantd. Datele privind concentratia sunt nregistrate la
momentul t si t + ot (8t este variatia timpului). Folosind metoda lui
Guggenheim, ecuatia cinetica (3.6) poate fi scrisa ca ec. (3.7):
In[G(t + 6t) —G(t)] = A— e7¥! (3.7)
unde: A=1In[Gs - (1 — e ¥1)] (3.8)
Ultima ecuatie este utilizata pentru determinarea conductivitatii
solutiei saturate necunoscute. Seriile nu trebuie luate de la Tnceputul si
sfarsitul procesului de masurare, deoarece erorile experimentale sunt
mai mari in aceste puncte.
Prerechizite
1. Teoria dizolvarii
2. Cinetica chimica

Materiale si reagenti
Vesela chimica: vas de 400 mL.
Reagenti chimici: acid acetilsalicilic pur.
Echipamente: conductometru, electrod pentru conductivitate,
agitatoare electromagnetice, cronometru.
Materiale: stativ de laborator, suport pentru electrozi, tub de
testare cu perforatie, 4 comprimate de acid acetilsalicilic
(solubilitate maxima 2,5 g /L 1a 15 °C).

Mod de lucru

1. Se plaseaza paharul cu 200 mL de apa dublu distilata pe agitatorul
electromagnetic.

2. Se utilizeaza un stativ de laborator, se fixeaza tubul de testare
perforat si celula de conductivitate in paharul de laborator.

3. Se seteazd viteza de amestecare la 800 rpm, care este constanta
pentru tot experimentul (retineti ca nu este necesara incalzirea).

4. Se determind conductivitatea apei pure bidistilate (trebuie sa fie
mai micd de 2 PUS). Se pun comprimatele in tubul de testare si se
porneste cronometrul. Se inregistreaza datele de conductivitate in
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fiecare minut, iar din minutul 5 la fiecare 5 minute. Se repeta
determinarile de conductivitate timp de 85 de minute.

. Dupa terminarea masuratorilor, se opreste agitatorul si
conductometrul si se clateste celula conductometricd cu apa
distilata.

Se construieste graficul functiet G = f (t) pentru a caracteriza
evolutia generala a dizolvarii in timp. Se selecteazd doua serii din
datele de conductivitate masurate, care difera in timpul de reactie
printr-o schimbare constantd (t = 40 min). Se calculeaza apoi
marimea corespunzatoare: In[G (t + ot) - G (1)].

Setul de date este dat de conductivitatile la timpul de reactie t: 5,
10, 15, 20, 25, 30, 35 min. Al doilea set de date este definit
secvential (t +ot): 45, 50, 55, 60, 70, 75.

. Utilizand metoda celor mai mici patrate se determind parametrii
pentru urmitoarea functie liniara: in [G (t + 8t) - G ()] = A- k-1,
unde panta reprezintd -k. Panta este valoarea negativd a
constantei vitezei de dizolvare la o temperatura datd; se poate
utiliza varianta alternativa: 1g [G (t +6 t) - G (1)] = lg A- kit /
2,303; panta = -k / 2.303.
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Figura 3.1. Dependenta In [G(t + dt) - G (t)] in functie de timp
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T EN = |

Figura 3.2. Designul instalatiei
A - electrod, B - tub cu perforatie, C - pahar chimic, D - agitator
magnetic
Rezultate experimentale

Tabelul 3.1. Datele variatiei conductivitatii in functie de timp

Timp, min Conductivitate G(t), uS

1

gl lwnN

10

Tabelul 3.2. Datele pentru determinarea constantei de viteza dupa
metoda lui Guggenheim

t, G(t), | (t+dtymin | G(t+dt), | G(t+dt)- | In[G(t+8t)-
min uS us G(t) G(t)
5 45

10 50

15 55

20 60

25 65

35




Biofarmacia si farmacocinetica

Constanta vitezei de dizolvare a comprimatei de aspirina,

determinatd prin metoda Ilui Guggenheim s-a dovedit a fi egald cu:

Deduceti concluzii

Aplicatii

Metoda lui Guggenheim pentru evaluarea constantelor de

vitezd se dovedeste a fi aplicabila intr-o gama larga de domenii, care
sunt de interes farmaceutic. Acestea includ:

1.

w

5.

cinetica reactiei in care din acelasi reactant se formeaza mai multe
produse;

reactii consecutive de ordinul intai;

dizolvarea urmata de separarea intr-o faza lipida;

utilizarea cineticii de dizolvare pentru a determina solubilitatea
substantei medicamentoase;

analiza substantelor medicamentoase prin metoda cinetica.

Sarcini pentru evaluare si autoevaluare

1. Enumerati aplicatiile proprietdtii de conductantd a substantelor
medicamentoase in domeniul farmaceutic.

2. Definiti notiunea de viteza a reactiilor chimice, constantd de
viteza si ordin de reactie.

3. Indicati parametrul ce se determinad experimental in lucrarea
data pentru determinarea constantei de viteza.

4. Explicati principiul metodei ce este utilizat pentru calcularea
constantei de viteza.

Exercitiu: studiati cinetica de dizolvare a oricarei SM slab bazice.
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Lucrarea de laborator Nr. 4.

Dizolvarea in vitro a comprimatelor de paracetamol si
determinarea procentului de eliberare cumulativa a
substantei medicamentoase

Scopul lucrarii: studiul in  vitro a eliberarii substantei
medicamentoase din comprimatul de paracetamol.

/@/H\H/CHS
O
HO

Figura 4.1. Formula de structuri a paracetamolului

Obiective:

1. intelegerea modului de functionare a aparatelor de testare In
procesul dizolvarii substantelor medicamentoase;

2. evaluarea procesului de dizolvare a unui comprimat de
paracetamol fara film.

Generalitati

Dizolvarea este procesul prin care o substantd solida se
disperseaza intr-o solutie. In industria farmaceutici, dizolvarea poate
fi definitd ca cantitatea de substantd medicamentoasa care se
disperseaza in solutie intr-o unitate de timp in conditii standardizate
ale interfetei lichid/solid: temperaturd si compozitia solventilor.

Dizolvarea este consideratd unul dintre cele mai importante
teste de control al calitatii efectuate pe forme medicamentoase si in
prezent se transforma intr-un instrument pentru prognozarea
biodisponibilitatii, iar in unele cazuri inlocuieste studiile clinice
pentru determinarea bioechivalentei.

Comportamentul de dizolvare a substantelor medicamentoase
are un efect semnificativ asupra activitatii lor farmacologice. De fapt,
a fost demonstrata o relatie directa intre viteza de dizolvare in vitro a
multor substante medicamentoase si biodisponibilitatea lor, care este
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denumita, in general, corelatia vitro-in vivo.

Formele solide ale medicamentelor dupa administrarea orala se
pot dezintegra sau nu se supun dizolvarii/dezintegrarii la interactiunea
cu lichidul gastrointestinal, in functie de designul acestora (Fig. 4.2).

Comprimat

Comprimat Nedezintegrare

)
0=
00 %o . .
o0, 00 0 Disolutie
©¢ o0, o o t
0 of ;a &
o o
00 :} P L

-------

Granule

Figura 4.2. Prezentarea schematici a procesului de dizolvare

Cinetica de dizolvare este importantd in determinarea
determind viteza de acumulare a anumitor substante medicamentoase
in fluxul sanguin. S-a stabilit, astfel, ca cinetica de dizolvare in vitro
ofera  informatii utile despre disponibilitatea  substantelor
medicamentoase si efectele lor terapeutice ulterioare in vivo. In
diferite farmacopei se contin specificatii privind cerintele de dizolvare
a diferitor substante medicamentoase. O varietate de modele ale
aparatelor de dizolvare au fost propuse si testate, variind de la un
pahar simplu cu agitator la sisteme complexe cu faze lipide si bariera
lipidicad, in care se incearcd imitarea mediului biologic.

Alegerea aparatelor ce sunt potrivite pentru utilizare depinde in
mare masura de proprietatile fizico-chimice ale formei farmaceutice.
Comprimatele sunt forme farmaceutice solide, obtinute prin presarea
directa a substantelor medicamentoase, fie prin granulare umeda sau
granulare uscatd. Ele pot fi utilizate pentru actiune locald in tractul
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gastrointestinal sau pentru actiune sistemica. Daca comprimatele sunt
utilizate pentru a exercita actiune locala, acestea sunt formulate astfel
ca sa fie putin solubile in apa, selectand excipienti cu dizolvare lenta
si astfel asigura actiune locald pentru o perioada lunga de timp, de
exemplu: antiacide si adsorbanti. Substantele medicamentoase care
produc actiune sistemicd au o anumitd solubilitate in apd si sunt
concepute pentru a se dezintegra si a se dizolva rapid, astfel incat
substanta activd sd poatd fi absorbitd rapid si sd produca actiune
sistemica.

in general, un ingredient farmaceutic activ prezinti o anumiti
biodisponibilitate in functie de clasa biofarmaceutica, care se bazeaza
pe solubilitatea in apa si permeabilitatea prin membrana gastro-
intestinald. Acesti parametri pot fi modificati prin selectia adecvata a
excipientilor si a procesului tehnologic.

Procesul de dezagregare prezintd o deosebita importanta in
formele farmaceutice solide. Eliberarea substantelor active din
medicamente in solutie model este influentatd de diverse variabile:
temperatura, compozitia si cantitatea de solvent, intensitatea
amestecarii, echipamentele utilizate etc., care sunt standardizate
pentru obtinerea de rezultate reproductibile. Eliberarea substantei
active are loc, in principal, prin procesul de difuzie. Pentru toate
formele de dozare (forme tari si moi) la baza metodelor de
determinare a eliberdrii substantei active sta principiul dezintegrarii
(distrugere mecanica, inmuiere, topire etc.) cu difuzia ulterioara a ceea
ce se contine n ele intr-un mediu de dizolvare. Tn calitate de mediu de
dizolvare este folosita apa, solutia fiziologica, sucul gastric intestinal
sau artificial.

Mai des, determinarea cineticii de eliberare a SM se efectueaza
utilizand echipamente conventionale de dezintegrare a formelor
farmaceutice si se determind cantitatea de SM, care difuzeaza intr-un
anumit volum de lichid (mediu de dizolvare) la intervale de timp
stabilite.
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Dispozitivele reprezinta recipiente, umplute cu solvent, care
sunt termostate la 37 °C, cu diverse agitatoare (dispozitive cu elice,
mixere cu trei palete si alte tipuri, cu cos balansoar, cu eprubete fixate
pe un disc rotativ). Ca solvent se foloseste apa, solutii acide, acid
clorhidric, solutii tampon cu diverse valori de pH etc.

(a) (b)

Figura 4.3. Aparate pentru testul de dizolvare cu palete (a) si
cu cos rotativ (b)

Proba de testare (comprimatul sau capsula) se pune intr-un cos
uscat, care se coboara in solvent, astfel incat distanta pana la fundul
vasului sa fie de (20+2) mm. Dupa timpul specificat, se ia o proba din
solutie, care se filtreaza printr-un filtru cu un diametru al porilor de
0,45 um. In filtrat se efectueazi determinarea cantitativd a substantei
active. Pentru fiecare forma de dozare se calculeaza cantitatea de
substanta activa transferata in solutie (in % din doza in comprimat sau
capsula, care este luata ca 100%).

Materiale si reagenti:
Vesela chimica: pahare (500 mL), baloane cotate (10, 50, 100,
200, 1000), pipete gradate (2, 5 si 10 mL), eprubete de 20 mL, palnie
(20 mL).
Reagenti chimici: paracetamol pur, hidroxid de sodiu,
dihidrogenofosfat de potasiu.
Echipamente: aparat de testare a dizolvarii, spectrofotometru
UV-Vis, balanta analitica, ultratermostat.
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Materiale: comprimate de paracetamol, termometru, tub
perforat.

Prepararea solutiilor

1.

Prepararea solutiei de dihidrogenofosfat de potasiu 0,2 M: se
cantdresc 27,22 g de dihidrogenofosfat de potasiu si se trec
cantitativ intr-un balon cotat de 1000 mL, se aduce la cota cu apa
distilata.

Prepararea solutiei de hidroxid de sodiu 0,2 M: se cantaresc 8 g
de hidroxid de sodiu si se trec cantitativ intr-un balon cotat de
1000 mL, se aduce la cota cu apa distilata.

Prepararea solutiei tampon fosfat cu pH 5,8: se transferd 50 mL
solutie dihidrogenfosfat de potasiu 0,2 M intr-un balon cotat de
200 mL si se adauga 3,6 mL solutie hidroxid de sodiu 0,2 M si
apoi se aduce la cota cu apa distilata.

Curba de etalonare pentru determinarea concentratiei
paracetamolului

Prepararea solutiei standard: se cantaresc cu precizie de 0,0001
g 100 mg de paracetamol pur si se transfera intr-un balon cotat de
100 mL, se aduce pana la cota (Stoc I, 1 mg/mL). Se transfera 10
mL solutie stoc | intr-un alt balon cotat de 100 mL, se aduce
pana la cota, astfel se obtine solutia Stoc Il cu concentratia de 100
ug/mL.
Prepararea solutiei de lucru: din solutia stoc Il se introduc 0,2;
0,4;0,6; 0,8; 1,0 mL (0,5; 1,0; 1,5; 2,0 si 2,5 mL) 1in balonul cotat
10 mL (25 mL) si se aduce volumul pana la cota pentru a obtine o
concentratie in intervalul 2-10 xg/mL.
Maisurarea absorbantei: se masuoard absorbanta solutiilor
respective la A = 243 nm, folosind spectrofotometrul UV-VIS. Se
construieste graficul dependentei absorbantei solutiilor de
paracetamol fatda de concentratia paracetamolului, utilizdnd
Microsoft (MS) Excel si se determind panta si intercepta pe
ordonata.
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Modul de lucru:

1.
2.

10.

se fixeaza tubul perforat cu ajutorul clestelui;

se umple vasul pentru dizolvare cu 360 mL solvent (solutie
tampon fosfat pH 5,8);

se conecteaza cablul de alimentare la sursa de alimentare (220
V);

se seteazd parametrii precum timpul, temperatura de testare (37
°0);

se monitorizeazd temperatura mediului din vas prin
introducerea termometrului;

odatd ce temperatura mediului din vas ajunge la 37 °C, se
introduce un comprimat de paracetamol in fiecare tub perforat
si se porneste cronometrul;

se preleveaza probe la un interval de timp prestabilit;

se filtreazd proba, se dilueaza, daca este necesar, si se
analizeaza spectrofotometric la A = 243 nm;

din valorile absorbantei obtinute pentru probele analizate se
determind concentratia («g/mL) si procentul de eliberare a SM;
se construieste graficul dependentei  procentului de SM
dizolvata functie de timp utilizdnd Microsoft Excel .

> Setul de parametri pentru trasarea curbei de etalonare:

1.
2.
3.

Intervalul pentru legea Beer-Lambert: 2-10 ug/mL;
solvent: solutie tampon fosfat pH 5,8;
maximul de absorbtie pentru paracetamol: A = 243 nm.

» Setul de parametri pentru procesul de dizolvare:

I

comprimat: paracetamol;

doza substantei active in comprimat: (200 mg) 500 mg;
viteza de rotatie: 50 rpm;

timp de testare: 30 min;

mediu de dizolvare: solutie tampon fosfat pH 5,8;
volumul mediului de dizolvare: (360 mL) 900 mL.
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Tabelul 4.1. Datele pentru curba de etalonare a paracetamolului
Concentratia, ug/mL Absorbanta la A = 243 nm

2

4

6

8

10

Parametrul Valoarea
Panta

Intercepta

Tabelul 4.2. Dizolvarea in vitro a paracetamolului
Timpul, Procentul de eliberare cumulativa a SM din
min comprimate (3 Tncercari)

I I Il Media

10
20
30

Calcule:

1. Determinarea concentratiei substantei medicamentoase
dizolvate (ug/mL) y = mx + ¢, unde: y - absorbanta, m - panta, X -
concentratia SM (ug/mL, ¢ - intercepta pe ordonata.

2. Cantitatea de substantid medicamentoasa eliberata (mg)

Cantitatea de substantd medicamentoasa eliberatd = [Concentratia

(«g/mL) - (volumul mediului de dizolvare) - (factorul de dilutie)]/1000

3. Factorul de dilutie

Factorul de dilutie - volumul probei diluate (mL)/volumul de proba

prelevat (mL)

4. Procentul de eliberare cumulativdi a  substantei
medicamentoase

Procentul de eliberare cumulativd a substantei medicamentoase =

(cantitatea de SM eliberatd) -+ 100/cantitatea substantei active in
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comprimat.

Rezultate
Din datele obtinute s-a constatat ca % din substanta
medicamentoasa au fost eliberate Tn 30 minute.
Deduceti concluziided
Sarcini pentru evaluare si autoevaluare
1. Comparati si evaluati diferenta dintre aparatele de dizolvare de tip
I side tip Il
2. Descrieti partile principale si principiul de functionare a aparatului
de dizolvare de tip .
3. Determinati parametrii ce influenteaza eliberarea 1n solutie a
substantelor active din medicamente.
4. Explicati ce se utilizeaza in calitate de mediu de dizolvare pentru
eliberarea SM.
Exercitiu
Efectuati studii de dizolvare a unui comprimat fara strat enteric
al oricarui medicament slab bazic.

Lucrarea de laborator Nr. 5.

Dizolvarea in vitro a comprimatelor cu eliberare
prelungita

Scopul lucrarii: studierea dizolvarii in vitro a medicamentelor cu
eliberare prelungita.

Obiective

Studierea dizolvari unui comprimat de diclofenac sodic cu
eliberare prelungita.
Generalitati

Scopul principal Tn formularea acestor comprimate este
eliberarea lentd a substantei medicamentoase pe o duratd lungd dupa
administrarea unui singur comprimat.

Utilizarea pe scard largd a acestui tip de comprimat este in
principal determinatd de imbunatatirea confortului pacientului. Pe
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masura ce frecventa de utilizare a dozelor este redusa, pacientul poate
avea un somn linistit pe timp de noapte. De asemenea, este benefic
pentru pacientii cu boli psihiatrice, care uitd sa-si ia in mod regulat
comprimatele, iar efectele secundare si toxicitatea dozei sunt reduse.
Orice adjuvant care poate modifica viteza de absorbtie a apei,
caracteristicile de umflare si gelifiere a agentilor din matrice, poate
modifica viteza de eliberare a SM, de exemplu, electrolitii in
comprimatul cu matrice de hidroxipropilmetilceluloza (HPMC).
Substantele medicamentoase slab bazice prezintd o solubilitate buna la
pH scazut, in timp ce substantele medicamentoase mai putin solubile
se solubilizeaza mai eficient in conditii de pH ridicat, ceea ce poate
duce la eliberarea incompletd a SM pentru formuldrile cu eliberare
sustinutd. Eliberarea substantei medicamentoase poate fi modificata
prin stabilirea unui pH corespunzator pentru micro-mediu din
comprimat (de exemplu, polimer acid, acid succinic etc). Tn mod
similar, includerea polimerilor alcalini conduce la eliberarea doritd a
substantei active din medicamentele acide. Abordarile clasice se
bazeaza, de obicei, pe adaptarea fie a tehnologiilor prin acoperire cu
filme, fie a celor multe particulate, sau a celor care implica matrice cu
eliberare lentd, care sunt discutate mai jos:

Forme farmaceutice cu eliberare modificata

Clasificarea formelor farmaceutice cu diferite moduri de
cedare a SM:

1. rapida (fast release);

. prelungita (prolonged release);
. sustinuta (sustained release);
. repetata (repeat release);
. intarziata (delayed release);
. controlata (controlled release).
Formele farmaceutice cu cedare rapida, in mod obisnuit,
sunt comprimate cu dezagregare si dizolvare rapida (pana la 1 mint) in
cavitatea bucala (Comprimate cu dizolvare/dezintegrare rapida, sau
comprimate orodispersabile).

AN N BwWw N
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Sunt caracterizate prin biodisponibilitate sporitd, micsoreaza
efectul primului pasaj hepatic datorita absorbtiei preponderente in
regiunea pre—gastrica si sunt accesibile pentru administrare la pacientii
din pediatrie, geriatrie i psihiatrie.

Formele farmaceutice cu cedare prelungita eliberecaza
treptat doza de substanta activa in cantitate necesard, pentru realizarea
unor concentratii terapeutice pe o perioada cat mai indelungata de
timp.

Formele farmaceutice cu cedare sustinuta contin o doza
terapeutica de substantd activa, care este eliberatd imediat si o doza
cedatd progresiv pe o perioadd lunga de timp. Deseori aceastd doza
este cedatd cu o viteza caracteristica a unui proces de ordinul zero,
care nu depinde de cantitatea de substantd in forma farmaceutica. In
alte cazuri, cedarea substantei poate fi transformata dintr-un proces de
ordinul zero Tn proces de cedare de ordinul unu, care in continuare va
depinde de cantitatea de substanta aflatd in forma farmaceutica.

Formele farmaceutice cu cedare repetata sunt o alternativa a
formelor cu cedare sustinutd, care contin multiple doze de substanta
activa si sunt eliberate esalonat in timp pe tot parcursul TGI.

Formele farmaceutice cu cedare intirziata contin doua
fractiuni ale dozei unitare - una cu dizolvare rapida in stomac si alta
cu acoperire gastrorezistentd, enterosolubild, cu cedare si absorbtie Tn
intestin, sau o doza unitara cu cedare pulsatild, localizatd in colon.

Formele farmaceutice cu cedare controlata prevad o
eliberare a substantei active din forma farmaceuticd cu o viteza
controlatd in wunitate de timp, realizdnd astfel o concentratie
terapeutica stabild pe o durata de timp bine definita.

1. Tehnologii de acoperire

In aceste tehnologii se combini acoperirile semipermeabile si
nucleele osmotice ale comprimatelor pentru a dezvolta tehnologia
»eliberare de ordinul zero”. Atentia se concentreaza, de asemenea,
asupra asigurdrii eliberarii substantei medicamentoase in momentul
critic de timp, de exemplu, pentru a obtine eliberarea substantei
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medicamentoase cu 1-2 h inainte ca pacientul sa se trezeasca. Exista

tehnologii numite ,,Ringcap”, care reprezinta un comprimat, de

preferinta filmat, acoperit partial cu o serie de inele a cdror grosime
permite de a controla viteza la care substanta medicamentoasa este
eliberatad din forma dozata finala.

2. Tehnologia matrix

Tn mod clasic, produsele cu matrice prezintd caracteristici de
eliberare a substantei medicamentoase dupd ordinul 1. Pentru a obtine
caracteristici de eliberare de ordinul zero, este necesar sa se utilizeze
materiale sau strategii special concepute, care urmaresc sa manipuleze
structura sau geometria comprimatului. Combinarea tehnologiei
conventionale cu matricea superioara si inferioara ajutd la moderarea
eliberdrii substantei medicamentoase prin cresterea suprafetei cu
reducerea concomitentd a concentratiei substantei medicamentoase in
interior. Eliberarea substantei medicamentoase poate urma diferite
mecanisme.

3. Difuzia limiteaza viteza de eliberare a SM

Difuzia este un proces in care miscarea moleculelor de SM are

loc, datoritd unei concentratii ridicate in comprimat, spre o

concentratie mai scazutd in fluidele intestinale, gastrointestinale.

Aceastd miscare depinde de suprafata expusd la fluidul gastric, calea

de difuzie, gradientul concentratiei substantei medicamentoase si de

coeficientul de difuzie al sistemului. In practici, putem urma oricare
dintre cele doua metode:

1. substanta medicamentoasa este formulata intr-o matrice insolubil;
fluidul gastric patrunde in forma farmaceutica, dizolva substanta
medicamentoasd si o elibereaza prin difuzie;

2. particulele de substanta medicamentoasa sunt acoperite cu polimer
de grosime definita astfel, incat o parte de substanta
medicamentoasa sd difuzeze incet prin polimer pentru a mentine
nivelul constant al substantei medicamentoasa in sange.

4. Procesul de dizolvare limiteaza viteza

Substantele medicamentoase cu solubilitate scdzutd in apa
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dupa natura lor sunt forme cu eliberare sustinuta. In timp ce pentru
substantele medicamentoase solubile in apa este posibil si se
incorporeze un purtdtor insolubil in apa pentru a reduce dizolvarea
particulelor de SM. Tn acest caz comprimatele sunt acoperite cu
diferite materiale ( de ex., polietilenglicol). Se poate omite utilizarea
agentului de dezintegrare pentru a promova eliberarea intarziata.
5. Presiunea osmotica limiteaza viteza
Osmoza este un fenomen in care trecerea fluxului de lichid are

loc de la o concentratie mai micd la o concentratie mai mare printr-0
membrand semipermeabild, care permite numai transferul de lichid.
Substanta medicamentoasd este acoperiti cu o membrana
semipermeabild, cu o gaura la capatul comprimatului, realizatd de un
fascicul laser. Fluidul gastric patrunde prin membrana, solubilizeaza
substanta medicamentoasd $i madreste presiunea internd, care
pompeaza solutia de substantd medicamentoasa si o elibereazd in
mediul gastric. Viteza de livrare este constantd, cu conditia ca excesul
de SM sa fie prezent in interiorul comprimatului. Dar, scade la zero
odata ce concentratia scade sub saturatie.
6. Eliberarea SM este controlata de schimbul de ioni

Rasinile schimbatoare de ioni sunt materiale insolubile in apd ce
contin grupari anionice sau cationice care formeaza siruri. In timpul
fabricarii solutia SM este amestecatd cu rasind si uscatd pentru a
forma comprimate perlate. Eliberarea substantei medicamentoase
depinde de concentratia ridicata de ioni incdrcati in tractul
gastrointestinal, unde moleculele de SM sunt schimbate si difuzate din
rasind in fluidul din jur. Acest mecanism se bazeaza pe mediul ionic al
rasinii s nu pe o enzima la locul de absorbtie.
Comprimate cu actiune intarziata

Comprimatul cu acoperire enterica este un exemplu de comprimat
cu actiune intarziata. Aceasta formulare este preferata atunci cand:
1. SM iritd mucoasa gastrica (de exemplu, aspirind sau electrolitii

puternici).
2. SM care produc greatd si voma.
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3. SM este sensibila la nivelul scazut de pH (de exemplu,
eritromicina).

4. Cand este necesar sd se elibereze substanta medicamentoasa
nediluatd (de exemplu, agenti antibacterieni intestinali, antiseptici
etc).

Capsulele cu acoperire enterica sunt realizate prin adaugarea
de materiale polimerice medicinale speciale in invelisul capsulei sau
prin tratament special, astfel incat sa fie insolubile in sucul gastric,
doar sa se dezintegreze si sa se dizolve in sucul intestinal. Capsula nu
va fi dizolvata in mediul acid din stomac si nici macar in apa clocotita.
Ea trebuie sa se intalneasca cu lichidul alcalin din intestine pentru a se
dizolva. Daca capsula acoperitda enteric este dizolvatd in stomac,
aceasta poate provoca leziuni ale stomacului.

Agentii de acoperire utilizati in mod obisnuit sunt: acetat ftalat
de celuloza, ftalat de hidroxietilpropil, ftalat de acetat de polivinil,
Eudragit® etc. Aceastd forma de dozare este destinatd sa se hidrateze
st sd se dizolve in duoden (pH de la 4 la 6) sau in intestinul subtire,
unde pH—ul creste de la 7 pana la 8. Prezenta esterazelor sau sarurilor
biliare ca agenti activi de suprafata joacd un rol important in eliberarea
substantei medicamentoase.

Materiale si reagenti:
Vesela chimica: vas de dizolvare (900 mL), baloane cotate
(1000, 100, 25 mL), pipete gradate (2, 5, 10 mL), eprubete (20
mL), palnie.
Reagenti chimici: clorura de sodiu, hidroxid de sodiu, acid
clorhidric, dihidrogenofosfat de potasiu (KH,PO,), diclofenac de
sodiu, metanol.
Echipamente: aparat pentru dizolvare, balanta analitica,
spectrofotometru UV-VIS, ultratermostat.
Prepararea solutiilor

1. Solutie tampon de pH 1,2: se dizolva 2 g de clorura de sodiu si
7 mL de HCI concentrat in cantitate suficientd de apa pentru a
obtine 1000 mL.
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Prepararea solutiei tampon fosfat cu pH 6,8: se introduc 50
mL de solutie dihidrogenofosfat de potasiu de 0,2 M 1n balon
cotat de 200 mL, se adauga 22,4 mL de hidroxid de sodiu 0,2 M
si se completeaza volumul cu apa distilata.

A. Pregitirea solutiilor pentru construirea curbei de etalonare
Pregatirea solutiei standard: se transfera 100 mg de diclofenac sodic
in balon cotat de 100 mL. Se adaugd 30 mL de metanol pentru
dizolvarea substantei medicamentoase. Se aduce volumul pana la 100
mL (stoc I). Se extrag 10 mL de solutie stoc I si se transferd in alt
balon cotat de 100 mL si se aduce volumul pana la 100 mL cu
metanol (stoc I).

1.

B.

Prepararea solutiilor de lucru: din stocul Il se introduc 0,5; 1,0;
1,5; 2,0; 2,5; 3,0 si 3,5 mL in sapte flacoane volumetrice de 25 mL
si se ajusteazd volumul cu solutia tampon (tampon acid (pH 1,2)
sau tampon fosfat (pH 6,8)) pentru a obtine o concentratie in
intervalul de la 2 pana la 14 ug/mL.
Determinarea absorbantei: se mdsoard absorbanta respectivelor
solutii la A = 276 nm, utilizand spectrofotometrul UV-VIS. Se
traseazd graficul dependentei absorbantei solutiilor de
diclofenacul sodic in functie de concentratie, utilizand MS Excel
si se determina panta si intercepta.
Modul de lucru

Se scoate unul din vasele de dizolvare si se umple rezervorul

acrilic cu apa distilatd pana la marcajul de nivel. Se plaseaza vasul de
dizolvare Tnapoi.

1. Se umple vasul de dizolvare cu solvent (solutie tampon
acida) pana la valoarea de 900 mL.

2. Se conecteaza cablul de alimentare la reteaua de alimentare
(220 V). Se instaleaza comutatorul de retea, comutatorul
incélzitorului si comutatorul motorului.

3. Se coboara jos platforma si se instaleaza capacul pe fiecare
vas.

4. Se seteaza parametrii, cum ar fi temperatura, numarul de
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rotatii, timpul de Incercare.

. Odata ce temperatura vaselor ajunge la 37 °C, se introduc

trei comprimate de diclofenac sodic (cu doza de 75 mg) in 3
recipiente si se incepe dizolvarea (o comprimatd intr-un
recipient).

. Se extrag 2 mL de esantion la intervale prestabilite de timp,

se filtreaza, se dilueazd si se analizeazd prin metoda
spectroscopometricd la A = 276 nm. Se inlocuieste aceasta
cantitate cu mediu de dizolvare proaspat.

. Dupa 2 ore, se inlocuieste mediul de dizolvare cu tampon

fosfat si se continud dizolvarea inca timp de 10 ore.

Din curba de etalonare se determind concentratia substantei
medicamentoase (ug/mL) si se calculeaza apoi procentul de
eliberare a SM.

C. Parametrii stabiliti pentru construirea curbei de etalonare
1) Diapazonul legii Lambert-Beer: 2-14 ug/mL.
2) Solvent: tampon acid, pH 1,2 /tampon fosfat, pH 6,8.
3) A max pentru diclofenac: 276 nm.
D. Parametrii stabiliti pentru procesul de dizolvare

ok wdE

7.

Comprimat: diclofenac sodic.

Doza SM in comprimat: 75 mg.

Aparat de dizolvare de Type I.

Viteza de rotatie: 50 rpm.

Timp de incercare: 12 ore.

Mediu de dizolvare: tampon acid (pH 1,2)/tampon fosfat (pH
6,8).

Volumul mediului de dizolvare: 900 mL.

Tabelul 5.1. Datele pentru curba de etalonare a diclofenacului de

sodiu (solutie tampon acida)

Concentratii, #g/mL Absorbanta, A =276 nm

2

4

6

51




Biofarmacia si farmacocinetica

8

10

12

14

Parametrul Valoarea

Panta

Intercepta

Coeficient de corelatie

Tabelul 5.2. Datele pentru curba de etalonare a diclofenacului de
sodiu (solutie tampon fosfata)

Concentratii, #g/mL Absorbanta, A =276 nm

2

4

6

8

10

12

14

Parametrul Valoarea

Panta

Intercept

Coeficient de corelatie

Tabelul 5.3. Profilul eliberarii diclofenacului sodic din comprimat

Timp, ore Procentul de eliberare a SM CDR %
1 [ 2 | 3 | Media
Solutie tampon acida
0,5
1
15
2

Solutie tampon fosfat
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% CDR - Procentul de eliberare cumulativa a SM

Calcule

1. Determinarea concentratiei de diclofenac sodic (ug/mL)
y=mx+c
unde: y - absorbtia, m - panta, X - concentratia (ug/mL), C -
intercepta.

2. Cantitatea de substantd medicamentoasa eliberata (mg)
Cantitatea de substantd medicamentoasa eliberata = [Concentratia
(ug/mL) - (volumul mediului de dizolvare) - (factor de
dilutie)]/1000

3. Factor de diluare
Factorul de diluare = volumul probei diluate (mL)/volumul
esantionului eliminat (mL)

4. Procentul de eliberare cumulativdi a  substantei
medicamentoase
Procentul eliberarii cumulative a substantei medicamentoase
= Cantitatea de substanta medicamentoasa eliberatd - 100 /doza
SM din comprimat.

Rezultate

Eliberarea in vitro a substantei medicamentoase din comprimatul
de diclofenac de sodiu cu eliberare prelungitd a fost egald cu %
la ore.
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Deduceti concluzii
Aplicatii

a.Se poate studia dizolvarea in vitro a comprimatelor cu eliberare
prelungita.

b.Forma de dozare cu eliberare prelungita reduce frecventa
dozajului de primire a preparatului, imbunatatind astfel respectarea
regimului de tratament al pacientului.

c. Se poate studia comportamentul comprimatelor in fluide cu
diferite pH-uri.

Sarcini de evaluare si autoevaluare

1.

Descrieti ce reprezintd capsulele cu acoperire enterica si cu ce
scop se folosesc.

Explicati cum are loc eliberarea SM din formele farmaceutice cu
eliberare prelungita si sustinuta.

Descrieti agentii utilizati pentru obtinerea capsulelor cu acoperire
enterica.

Explicati in ce mod este calculatd concentratia si procentul de
eliberare a DFC din comprimat in functie de timp.

Explicati procedeele de obtinere a comprimatelor cu eliberare
modificata.

Lucrarea de laborator Nr. 6.

Efectul pH-ului asupra comportamentului de dizolvare a

substantelor medicamentoase

Scopul lucririi: studiul efectului pH-ului asupra comportamentului
de dizolvare a comprimatelor diclofenacului sodic cu acoperire
enterica (disponibile comercial).

Obiective

1. Studiul efectului pH-ului asupra dizolvarii unui medicament.
2. Formarea abilitatilor de utilizare a legii radacinii cubului Hixon

si Crowell pentru determinarea constantei vitezei de dizolvare.
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3. Compararea dizolvarii diclofenacului sodic la diferit pH.
4. Evaluarea procesului de dizolvare a diferitor mérci comerciale de
diclofenac sodic la acelasi pH.

Generalitati

Formele de dozare acoperite enteric (cu o barierd polimerica
aplicata pe medicatia orald, care Iimpiedicd dizolvarea sau
dezintegrarea acestuia in mediul sucului gastric) se dizolva si 1isi
elibereaza continutul la patrunderea in intestinul subtire. Factorii
responsabili pentru acest lucru includ diferenta de pH a fluidelor
gastrice si intestinale. In cazul in care acoperirile enterice sunt
functional acide, atunci ele rdaman intacte in mediul gastric cu pH
scazut (pH 1-4). Aceste filme enterice se ionizeazd si astfel se
dezintegreaza in fluidele intestinale, unde pH-ul poate varia de la 5 in
duoden la aproximativ 7,4 mai jos in tractul intestinal. Alti factori
responsabili pentru pierderea integritatii filmului includ hidratarea si
prezenta esterazei in lichidul intestinal, care sunt responsabili de
scindarea legaturii esterice prezente in unele tipuri de filme enterice.

Cinetica dizolvarii poate fi influentata la fel de caracteristicile
fizico-chimice ale substantei medicamentoase si de factorii de
formulare. Tn acest caz, cei mai probabili parametri pot fi tipul de
materiale utilizate pentru acoperire, grosimea materialului de
acoperire, cantitatea de plastifiant utilizat si vechimea filmului de
acoperire.

Pentru a facilita comparatiile formelor farmaceutice testate,
constantele vitezei de dizolvare pentru fiecare marca comerciala la
diferite pH-uri pot fi calculate utilizand legea radacinii cubice Hixon
si Crowell. Ecuatia Hixon si Crowell ia n considerare schimbarea
suprafetei moleculei ce se dizolva. Forma matematica a legii radacinii
cubice Hixon si Crowell este datd dupa cum urmeaza:

[Wol - W] =kt (6.1)

unde: Wy - cantitatea initiala de substantd medicamentoasa, in

grame, W - cantitatea de substantd medicamentoasd rdmasd pentru
dizolvare, k - ridicina cubica a constantei vitezei de dizolvare.
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Pentru calcularea ,,k”, procentul de diclofenac sodic dizolvat
este scazut din 100% pentru a obtine procentul de substantd
medicamentoasd care ramane nedizolvatd. Procentul de diclofenac
sodic nedizolvat este apoi convertit in grame (W) si utilizat pentru a
calcula ,.,k utilizand ecuatia (6.2):

1-W]¥E=k-t (6.2)

In baza constantelor vitezei de dizolvare a diferitor marci
comerciale de SM se poate constata ci marca cu cea mai mica
constanta a vitezei de dizolvare are cea mai scazuta biodisponibilitate.

Principiul metodei

Pe masurd ce pH-ul din tractul gastrointestinal creste, stratul
enteric se dizolva, iar viteza de dizolvare a diclofenacului creste.
Eliberarea substantei medicamentoase din comprimatele acoperite
enteric este foarte dependentad de pH-ul solutiei tampon.

La un anumit pH, diferenta vitezelor de dizolvare intre diferite
marci comerciale de SM se poate datora utilizarii diferitor materiale
de acoperire de la diferiti producatori. Materialele de acoperire
entericd utilizate Tn mod obisnuit sunt: derivati ai acetatului de
celuloza, cum ar fi  ftalatul acetatului de celuloza,
hidroxipropilmetilceluloza si cele doua tipuri de ftalat de
hidroxipropilmetilceluloza (HP-50 si HP-55), polimeri polimetacrilati
(Eudragit L si Eudragit S, care sunt copolimeri anionici formati din
acid metacrilic si acrilat de etil si sunt ionizati la pH>S5,5), polivinil
acetoftalat (PVAP). Toate acoperirile enterice utilizate Tn prezent
poseda grupe acide ionizabile, de obicei carboxilice. Echilibrul dintre
polimerul insolubil neionizat si polimerul solubil ionizat va fi
determinat de pH-ul mediului si de pKa a polimerului.

Pe masura ce pH-ul mediului de dizolvare creste, materialele
de acoperire se ionizeaza, incep sd se dezintegreze si sd se dizolve,
ceea ce determina eliberarea substantei medicamentoase. La pH mai
mic polimerul rdmane intact si integritatea filmului este mentinuta.
pKa a filmului enteric si natura polimerului sunt doi factori cei mai
importanti care determind variatii in comportamentul de dizolvare al
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polimerului filmului. Materialele de acoperire entericd, in ceea ce
priveste rezistenta lor la mediile de dizolvare in sucul gastric, sunt
dupa cum urmeaza: PAC> PVAP> HP55> HP50.

Numerosi alti factori pot influenta comportamentul de
eliberare a substantei medicamentoase. Acesti factori includ grosimea
filmului, plastifiantii adaugati la materialul de acoperire si cantitatea
utilizatd de solvent.

Materiale si reagenti

Vesela chimici: 2 vase pentru dizolvarea SM (balon cu fundul
rotund de 700 mL), palnie, pipete gradate (2, 5, 10 mL), baloane
cotate de 25 si 100 mL, cilindru Nessler (50 mL).

Reagenti chimici: diclofenac de sodiu pur, alcool etilic, apa
distilata, acid citric, hidrogenofosfat de sodiu (Na;HPO,),

Materiale: doua marci comerciale de comprimate perorale
entersolubile (gastrorezistente) de diclofenac sodic cu compozitia
filmului diferita (doza SM de 50 mg).

Echipamente: aparat de testare a dizolvarii, spectrofotometru
UV-VIS, agitator magnetic, stativ, termometru, ultratermostat, balanta
analitica.

Tester de dizolvare /Tester de dezintegrare
Diferite modelele de testere au specificatii tehnice diferite, dar toate
indeplinesc aceleasi functii.

L L)
D R e

Figura 6.1. Modele ale testerelor de dizolvare
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Mod de lucru

1.

Trasarea curbelor de etalonare pentru diclofenac sodic: se fac

dilutii ale solutiilor standard de diclofenac sodic pur in solutii

tampon citrat-fosfat pH 3,0; 4,0; 6,0; 7,0 in intervalul 1-10 pg/mL
si se noteaza absorbanta lor la A = 276 nm, iar Tn baza rezultatelor
se traseaza curbele de etalonare la diferit pH.

Pregatirea solutiilor standard:

e prepararea solutiei standard (stoc I): se transfera 100 mg
de diclofenac sodic in balon cotat de 100 mL, se adauga 30
mL de alocool etilic si se aduce la cota cu apa distilata;

e prepararea solutie standard (stoc II): se extrag 10 mL de
solutie (stoc I) si se transfera in alt balon cotat de 100 mL,
unde se aduce la cotd cu solutia tampon citrat-fosfat
corespunzatoare.

Prepararea solutiilor de lucru: din stocul Il se transfera a cate

0,5mL; 1,0 mL; 1,5 mL; 2,0 mL; 2,5 mL in cinci baloane cotate

de 25 mL si se ajusteaza volumul la 25 mL cu solutia tampon

citrat-fosfat pentru a obtine o concentratie in intervalul de la 2

pandla 10 g / mL.

Se pregitesc in mod similar dilutiile de diclofenac sodic in

tampon citrat-fosfat pentru toate pH-urile mentionate, se masoara

absorbanta la 276 nm si se traseaza curbele de etalonare la pH-uri
diferite.

Se introduc 500 mL de solvent Tn balonul cu fundul rotund.

Se mentine temperatura mediului de dizolvare la 37 °C si viteza de

rotatie la 50 rpm.

Se introduc trei comprimate de marca A si trei comprimate de

marca B in diferite vase de dizolvare.

Se extrag probe de 10 mL din vasul pentru dizolvare la intervale

de timp prestabilite (0, 15, 30, 60, 90 si 120 min) si se adduga

acelasi volum de mediu proaspdt de dizolvare pentru a mentine
conditiile de scufundare a SM.

Se analizeaza spectrofotometric probele la A = 276 nm si se
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10.

11.

determina procentul de eliberare cumulativad a diclofenacului sodic
utilizand curba de etalonare.
Se repetd experimentul in medii intestinale simulate (tampon
fosfat mixt) la pH 3,0; 4,0; 6,0; 7,0 timp de 120 de minute.

Se prepara solutii de acid citric si hidrogenofosfat de sodiu:

pentru acid citric cu C de 0,1 M, (M=192,12 g/mol) se cantaresc
19,21 g la 1L; C(Na;HPQO,) de 0,2 M, (M=141,98 g/mol) se
cantaresc 28,40 g la 1L; C(Na;HPO,4-2H,0) de 0,2M, (M=178,05
g/mol) se cantaresc 35,61 g la 1L. Pentru a prepara solutiile
tampon cu diferite pH-uri se utileazaza datele din tabelul 6.1.
Tabelul 6.1. Prepararea a 100 mL solutie tampon citrat-fosfat
cu diferite pH-uri (de la 2,6 pana la 7,0)

pH x mL 0,1 M acid citric | y mL 0,2 M Na;HPO,
2,6 89,10 10,90
2,8 84,15 15,85
3,0 79,45 20,55
3,2 75,30 24,70
3,4 71,50 28,50
3,6 67,80 32,20
3,8 64,50 35,50
4,0 61,45 38,55
4,2 58,60 41,40
4.4 55,90 44,10
4,6 53,25 46,75
4,8 50,70 49,30
5,0 48,50 51,50
52 46,40 53,60
6,0 36,85 63,15
6,2 33,90 66,10
6,4 30,75 69,25
6,6 27,25 72,75
6,8 22,75 77,25
7,0 17,65 82,35
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12.

13.

14.

Se determind constantele vitezei de dizolvare pentru fiecare marca
comerciala la pH-uri diferite utilizand legea radacinii cubice
Hixon si Crowell. Se traseaza graficul dependentei [Wo J*° -
[WJ" in functie de timpul t. Panta liniei este egala cu constanta
vitezei de dizolvare.

Se construieste graficul dependentei constantei vitezei de
dizolvare a SM functie de pH-ul mediului de dizolvare.

Se determind efectul pH-ului mediului de dizolvare asupra
constantei vitezei de dizolvare.

A. Parametrii setati pentru reprezentarea curbei de etalonare
1. Diapazonul pentru legea Beer-Lambert: 1-10 pg/mL.

2. Solvent: tampon citrat-fosfat (pH 3,0; 4,0; 4,5; 5,0;5,5; 6,0; 6,5;
7,0).

3. Maximul de absorbtie pentru diclofenacul de sodiu: A =276 nm.
B. Parametrii stabiliti pentru dizolvare

1. Comprimat: diclofenac sodic.

2. Doza de substanta activa a comprimatului: 50/75/100 mg.

4. Viteza de rotatie: 50 rpm.

5. Timp de testare: 120 min.

6. Mediu de dizolvare: solutie tampon citrat- fosfat (pH 3,0; 4,0;
4,5;5,5; 6,0; 6,5; 7,0).

7. Volumul mediului de dizolvare: 500 mL.

Tabelul 6.2. Datele pentru curba de etalonare a diclofenacului
de sodiu

pH (solutie tampon Panta Intercepta
fosfat)

pH 3,0

pH 4,0

pH 6,0

pH 7,0
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Tabelul 6.3. Procentul de eliberare cumulativa pentru substanta
medicamentoasa a marcii comerciale A

Timp, min pH 3,0 pH 4,0 pH 6,0 pH 7,0

15

30

60

90

120

Tabelul 6.4. Procentul de eliberare cumulativi pentru substanta
medicamentoasa a marcii comerciale B

Timp, min pH 3,0 pH 4,0 pH 6,0 pH 7,0

15

30

60

90

120

Calcule
1. Determinarea concentratiei substantei medicamentoase

dizolvate (ug/mL)
Se traseaza graficul absorbantei functie de concentratia DCF si se
determind panta si intercepta.

y=mx+c

unde: y - absorbantd, m - pantd, X - concentratie (ug//mL), C -
intercepta
2. Cantitatea de substantid medicamentoasa eliberata (mg)
Cantitatea de substantd medicamentoasd eliberatd = [Concentratia
(ug/mL) - (volumul mediului de dizolvare) - (factor de dilutie)]/1000
3. Factorul de diluare
Factorul de dilutie = volumul probei diluate (mL)/volumul probei
prelevate (mL)
4. Procentul de eliberare cumulativd a  substantei
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medicamentoase Procentul de eliberare cumulativi de SM =
(cantitatea de substanta medicamentoasa eliberatd) -+ 100 /doza din
comprimat.
5. Determinarea constantei vitezei de dizolvare
[Wo ]¥2 - [W 8 = k t
unde: W ¢ - cantitatea initiala de SM, in grame,
W - cantitatea de SM eliberata la momentul t, in grame.
Se construieste graficul dependentei [Woy 1 - W J*° in functie de
timp, si se calculeaza panta liniei ca constanta a vitezei de dizolvare.

Rezultate

1. Dizolvarea SM din marca comercialda A variazd dela % la
% pe masura ce pH-ul creste de la 3,0 1a 7,0.

2. Dizolvarea SM din mdrca comerciald B variazd dela % la

% pe masura ce pH-ul creste de la 3,0 1a 7,0.

3. Constanta vitezei de dizolvare a marcii A este scazuti/ridicata in
comparatie cu marca B la pH=7,0. Prin urmare, marca A este
dizolvata mai mult/ mai putin n timpul dat.

Deduceti concluzii

Se poate concluziona ca stratul enteric este puternic influentat
de modificarile pH-ului mediului de dizolvare.

Pe masura ce pH-ul mediului de dizolvare creste, dizolvarea
devine rapida si pe masura ce pH-ul scade, dizolvarea devine lenta.

De asemenea, se poate concluziona ca variatia
comportamentului de dizolvare a marcilor comerciale testate se poate
datora oricaruia dintre astfel de factori, cum ar fi materialul utilizat
pentru acoperire, grosimea peliculei, solventul utilizat etc.

Aplicatii
1. Comparatia diferitor marci comerciale de diclofenac sodic in
ceea ce priveste biodisponibilitatea.
2. Studierea influentei pH-ului mediului de dizolvare asupra
diversilor parametri, cum ar fi materialul de acoperire,
grosimea filmului, plastifianti sau solventi utilizati in
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acoperirea comprimatelor.

3. Studierea  eliberarii  substantei medicamentoase din
comprimatele acoperite enteric pe tot parcursul tractului
gastrointestinal.

4. Estimarea constantei vitezei de dizolvare.

Sarcini pentru evaluare si autoevaluare

1. Explicati care este necesitatea pentru acoperirea entericd a
diclofenacului sodic.

2. Enumerati unele substante medicamentoase care necesitd
acoperire enterica.

3. Determinati factorii ce influenteaza procesul de ionizare si
dizolvare a materialelor de acoperire la comprimatele
enterice.

4. Explicati prin ce metodd se determind concentratia
diclofenacului de sodiu Tn lucrare.

Exerecitii
Tn mod similar, studiati efectul pH-ului asupra comportamentului de
dizolvare a produselor disponibile comercial ( de exemplu, comprimat
de domperidona).

1. Analizati comportamentul de dizolvare a produselor pentru

mediul cu HCI 0,1 N si solutie tampon fosfat cu pH de 6,8.

2. Corelati pH-ul mediului si viteza de dizolvare a domperidonei.
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Lucrarea de laborator Nr. 7.

Determinarea vitezei de eliberare a substantelor active
din supozitoare si a timpului de deformare completa a
acestora

Scopul lucrarii: evaluarea calitatii  supozitoarelor 1In
conformitate cu viteza de eliberare a substantelor medicamentoase din
aceste forme farmaceutice.

Obiective

Studierea procesului de eliberare a substantelor active din
supozitoare si determinarea timpului de deformare completd a
acestora.

Tehnologia farmaceuticdi modernd ofera urmatoarele teste
pentru a evalua calitatea supozitoarelor:

- viteza de eliberare a substantelor medicamentoase din forma
de dozare;

- viteza de dizolvare a substantelor medicamentoase din forma
de dozare. Primele doud teste se refera la disponibilitatea

,,1N vitro™;

- studiul absorbtiei substantelor medicamentoase in Vivo

(disponibilitatea biologica).

Metodele  biofarmaceutice ~de evaluare a  calitdtii
medicamentelor nu exclud metodele si standardele de calitate pentru
supozitoare conform FR (aspect, culoare, miros, forma, greutate
medie, timpul de deformare completd a supozitoarelor, continutul
cantitativ al substantei medicamentoase etc.). Eficacitatea terapeutica
a supozitoarelor depinde nu doar de continutul de substante active din
ele, ci si de disponibilitatea biologica si farmaceutica. Principalii
factori farmaceutici care afecteaza disponibilitatea supozitoarelor sunt:

- proprietdtile fizico-chimice ale substantelor medicamentoase si
starea lor fizica;
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- gradul de dispersie a substantelor medicamentoase introduse n

bazele supozitoarelor;

- sortimentul si cantitatea bazelor din supozitoare;

- metoda de introducere a substantelor medicamentoase in baza;

- metoda de obtinere a supozitoarelor etc.

Modificarea vitezei si gradului de eliberare a substantelor
active din supozitoare si, prin urmare, activitatea lor terapeutica, poate
avea loc la orice etapa a procesului tehnologic ce includ diverse
operatiuni tehnologice.

Biodisponibilitatea farmaceutici si biologica sunt determinate
prin urmatoarele metode:

1. ,,in vitro” sau disponibilitatea farmaceutica — dupa viteza si
eliberarea completa a substantei medicamentoase din forma de
dozare:;

2. ,in vivo” — dupa continutul cantitativ al substantei medicinale
din biofluidele organismului la diferite intervale de timp dupa
administrarea supozitoarelor. Asupra cineticii eliberarii

sulfatului de streptomicind influenteaza agentii tensioactivi introdusi
in baza supozitoarelor. Tween 80, introdus in untul de cacao, creeaza
timp de patru ore concentratii terapeutice de antibiotic in sange si i1
asigurd actiunea anti-tuberculoza.

Pe calea rectald de administrare, unele dintre substantele
medicamentoase patrund in fluxul sanguin, ocolind ficatul si nu sunt
expuse actiunii chimice a enzimelor, precum si a sucului gastric, bilei
si sucului pancreatic. Puterea efectului medicamentului este mai mare,
deoarece absorbtia se observa dupa 7 minute, comparativ cu cazul
administrarii orale (dupa 30 min).

In ciuda faptului ca studiul ,,in vivo” oferd o informatie mai
completa a absorbtiei substantelor medicamentoase din supozitoare,
acestea nu pot fi utilizate pentru evaluarea in masa a calitatii lor din
cauza unui experiment dificil. Biodisponibilitatea caracterizeaza
adecvarea terapeuticd a substantelor medicamentoase. Concentratia
unei substante medicamentoase 1n biofluide poate fi influentatd de
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factori precum greutatea corporald, varsta pacientului, diferentele
genetice In metabolismul substantelor medicamentoase, administrarea
concomitenta a altor substante in organism (medicamente, compozitia
si cantitatea de alimente etc.). Biodisponibilitatea unei substante
medicinale din supozitoare, adicd perioada de actiune si gradul de
absorbtie, este influentatd semnificativ de natura eliberarii acestei
substante din supozitor.

Procesul de eliberare este un factor care regleazd viteza si
completitudinea absorbtiei substantelor medicamentoase in sange, in
special in cazurile in care este sub forma de dozare in stare solida.

Eliberarea substantelor medicamentoase din supozitoare are
loc prin dizolvarea si distributia substantei active in continutul
mucusului din rect sau din vagin.

Pentru evaluarea in masa a calitatii supozitoarelor, metoda ,,in
vitro” este disponibild si potrivita. Evaluarea vitezei de eliberare a
substantelor medicinale din supozitoare in experimente ,,in vitro”, de
obicei, se analizeaza dupa viteza de difuzie a substantei
medicamentoase incluse in  supozitoare printr-o membrana
semipermeabild cu determinarea ulterioara a concentratiei acestei
substante in mediul de dializd. Mediul de dializa este selectat
experimental, tinandu-se cont de proprietatile fizico-chimice ale
substantei medicamentoase, natura bazei supozitoarelor, pH-ul
rectului etc. individual pentru fiecare medicament.

Reactia rectala la indivizii sanatosi are pH de 7,6-8,0. La
pacientii cu inflamatia rectului, reactia membranei mucoase este acida
(pH de 6,3-6,5), in timp ce modificarile neoplasmatice determina
alcalinizarea mediului (pH de 7,8-8,4).

Supozitoare studiate:

1. Supozitoare cu Procaina (novocaind) - 0,30 g
2. Supozitoare cu sintomicina - 0,25 g

3. Supozitoare cu diclofenac sodic - 0,10 g

Raportul trebuie sa indice numele esantionului de testare,
producatorul, numarul lotului.
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Timpul deformarii complete a supozitoarelor

Cand un supozitor este introdus in rect, simultan cu topirea
(sau dizolvarea) incepe deformarea supozitorului; forma se schimba,
suprafata masei supozitoare, ce contacteaza cu suprafata membrane
mucoase, creste treptat. Datoritd acestor fenomene, difuzia substantei
medicamentoase in biofluidul corpului este accelerata.

Timpul de deformare completd a supozitoarelor se determina
in dispozitivul lui L. Kruvchinsky. Supozitorul este plasat intr-un tub
cu capatul ascutit in jos. Toate partile dispozitivului sunt termostatate
la 37 °C timp de 5 min. Se noteaza timpul de scufundare a tubului in
solutie. Timpul pentru deformarea completd a supozitorului este in
intervalul 180 - 900 s.

Viteza de eliberare a substantelor medicamentoase din
supozitoare produse in fabrici si farmacii este determinatd utilizand
metoda de dializd printr-o membrand semipermeabild. Este posibila
compararea vitezei de eliberare din formele farmaceutice investigate,
produse de diferite fabrici sau diferite serii ale aceluiasi producator,
determinand unele dintre SM difuzate (novocaina, sintomicina,
diclofenac sodic).

In cadrul experimentului mediul de dializi se alege individual.
Solventul, lungimea de unda a maximului de absorbtie, extinctia sunt
selectate individual.

Prerechizite

1. Proprietatile fizico-chimice ale ingredientelor incluse 1n
supozitoare.

2. Metodele de producere a supozitoarelor, tinandu-se cont de
proprietatile fizico-chimice ale substantelor medicamentoase si
ale bazelor din supozitoare.

3. Metodele spectrofotometrice pentru analiza antibioticelor din
grupa cloramfenicolului, preparatelor cu acid p-aminobenzoic.

Materiale si reagenti chimici

Materiale: membrana de celofan sau membrand naturala

(intestin de pui), supozitoare cu diclofenac sodic, novocaina.
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Vesela chimica: baloane cotate (25, 100 mL), pipete gradate

(2,5, 10 mL), pahar de 200 mL.

Reagenti chimici: diclofenac sodic pur, acid clorhidric,

novocaina.

Echipamente: dispozitiv pentru dializa, spectrofotometrul

UV-VIS, balanta analitica, ultratermostat.
Construirea curbei de etalonare pentru diclofenac sodic
1. Pregitirea solutiei stoc standard: se cantdreste 100 mg

diclofenac sodic pur, se transfera intr-un balon volumetric de 100
mL si se ajusteaza volumul cu apa distilata (Stoc I, 1 mg/mL). Se
transfera 10 mL solutie stoc I intr-un alt balon cotat de 100 mL si
se aduce volumul pana la cota (stoc II, 100 ug/mL).

Pregitirea solutiei de lucru: din solutia stoc II se extrag 1, 2, 3,
4, 5 si 6 mL in baloane cotate de 25 mL si se aduce volumul la
cota pentru a obtine concentratia in intervalul 4-24 pg/mL.
Maisurarea absorbantei: se mdsoard absorbanta solutiilor
respective la lungimea de unda de A = 276 nm folosind
spectrofotometrul

UV-VIS. Se traseaza graficul dependentei absorbantei pentru
diclofenacul sodic fatd de concentratie, utilizind MS Excel si se
determind panta si intercepta.

Tabelul 7.1. Parametrii substantelor medicamentoase analizate

Substanta Solventul Amax, NM Eiz/gn
medicamentoasa
Novocaina HCI (0,001M) 290 180,0
Diclofenac sodic | Apa distilata 276 297,0
Mod de lucru

Cercetarile sunt efectuate in dispozitivul pentru dializa propus

de L. Kruvchinsky. Tntr-un pahar de 200 mL se introduc 100 mL din
mediul de testare (balon volumetric) si un tub de dializa (diametru
interior 32 mm si indltimea 15 cm). Capatul inferior este acoperit cu o
membrand de celofan, sau cu membrand naturald pe suprafata careia
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este asezat un supozitor.

Tubul este scufundat intr-un pahar cu mediu de dializa (apa,
0,001M solutie HCI, solutie salind) la o adancime de 2 mm.
Dispozitivul este plasat intr-un termostat la o temperatura de 37+1°C.
Prelevarea probelor se efectueaza dupa 30, 60, 90 de minute.
Dializatul este preliminar agitat si se preleveaza 5 mL (pipeta
volumetricd) din solutia testatd. Volumul preluat este completat cu o
cantitate egala de mediu investigat. Tn dializat (5 mL), cantitatea de
substantd medicamentoasa care a trecut 1n solutie este determinata la
lungimea de unda indicata in tabelul 7.1 (cuva de cuart cu grosimea
stratului de 10 mm). In calitate de proba de referinti se ia mediul de
dializa.

Concentratia substantei medicamentoase in dializat (C, %) este
determinata dupa formula (7.1):

AeDeV:-100%
Esp -O-M

C% = (7.1)

unde:

A - absorbanta probei dializate;

D - dilutia probei selectate de dializat (volumul balonului), mL;

V - volumul total al mediului de dializa, mL;

Esp — viteza de absorbtie specifica;

O - volumul de dializat luat pentru analiza, mL;

M - cantitatea de substantd medicamentoasa din supozitoriu, g.
Rezultatele sunt introduse in tabelele 7.2 si 7.3, comparandu-se

cu concentratia plasmatica terapeutica a sintomicinei (5-10 pg / mL).

Tabelul 7.2. Datele pentru curba de etalonare a diclofenacului
sodic

Concentratia, ug/mL Absorbanta, A = 276 nm

4

8

12

16
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20
24
Parametrul Valoarea
Panta
Intercepta
Calcule
1. Determinarea concentratiei substantei medicamentoase
dizolvate (ng/mL)
y=mx+c,

unde: y - absorbanta, m - panta, X - concentratia (ug/ml),
C - intercepta.

2. Cantitatea de substanta medicamentoas: eliberati (mg)
Cantitatea de substantd medicamentoasa eliberatd = [Concentratia
(wg/mL) - (volumul mediului de dizolvare) - (factorul de dilutie)]/1000
3. Factorul de dilutie

Factorul de dilutie = volumul probei diluate (mL)/volumul de proba
prelevat (mL)

4. Procentul de eliberare cumulativa a substantei medicamentoase
Procentul de eliberare cumulativd a substantei medicamentoase =
(cantitatea de substanta medicamentoasad eliberata) - 100/cantitatea
substantei active In comprimat.

5. Determinarea timpului de deformare completa a diferitor
supozitoare.

Tabelul 7.3. Cinetica eliberirii substantelor medicamentoase din
probe industriale de supozitoare

Parametri Timp, min

20 | 40 |60 | 80 | 100

Absorbanta probei dializate,
A =276 nm

Cantitatea de substanta
medicamentoasa eliberata, mg %
de SM trecut in solutie
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Se construieste graficul dinamicii eliberdrii  substantei

medicamentoase din supozitor, reprezentand cantitatea de substanta
medicamentoasd eliberatd din supozitor (mg) pe axa ordonatei si
timpul de dializd pe axa abscisei, iar in baza rezultatelor lucrarii se

fac concluziile. Se formuleaza o concluzie cu privire la conformitatea
formei de dozare si diferenta procesului de difuzie, comparand diferite
marci comerciale ale firmelor farmaceutice.

Sarcini pentru evaluare si autoevaluare:

1.

Explicati cum se realizeaza experimental eliberarea substantei
active din supozitoare prin metoda difuziei printr-o membrana
semipermeabild si cum se evalueazd gradul de eliberare a
medicamentelor din ele.

Explicati metoda de determinare cantitativa in dializat a substantei
active eliberate din supozitoarele testate (acid aminobenzoic,
antibiotice din grupa cloramfenicolului, diclofenac sodic).
Elaborati concluzii despre influenta compozitiei din baza
supozitoarelor asupra procesului de eliberare a substantelor
medicamentoase din supozitoare.

Comparati rata de eliberare a substantei active din supozitoarele
testate (ovocaina, Sintomicina, Diclofenac sodic) cu alte serii sau
produse obtinute de alte fabrici.

Alegeti o baza rationala pentru prepararea supozitoarelor.
Reprezentati grafic cinetica eliberarii substantelor
medicamentoase din supozitoare preparate pe diferite baze.
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CAPITOLUL 2. ABSORBTIA SUBSTANTELOR
ACTIVE IN TRACTUL GASTROINTESTINAL

Lucrarea de laborator Nr. 8.

Efectul intensificatorilor de permeatie asupra
permeabilitatii intestinale a substantelor
medicamentoase

Scopul lucririi: studierea efectului intensificatorului de permeatie
asupra absorbtiei aciclovirului prin utilizarea sistemului de dizolvare-
absorbtie.

Obiective:
1. Analiza dizolvarii si absorbtiei in vitro a comprimatului de
aciclovir.

2. Cercetarea efectului intensificatorului de permeatie asupra
absorbtiei aciclovirului.

Generalitati
O bund biodisponibilitate peroralda exista atunci céand
substanta medicamentoasd are o permeabilitate si solubilitate
maxima la locul de absorbtie. Prin urmare, gradul de absorbtie a SM
ar putea fi determinat in baza mdsurdarii permeabilitatii i
solubilitatii. Deci, permeabilitatea intestinald reprezintd o parte
esentiala in predictia de biodisponibilitate perorald. Datele de
permeabilitate intestinala pot fi utilizate in studiile de preformulare
pentru a evalua efectele diversilor excipienti farmaceutici asupra
absorbtiei medicamentelor. O serie de metode in vitro au fost
substante medicamentoase. Studiile de absorbtie (permeabilitate) se
efectueaza in mod obisnuit pe baza de saci intestinali izolati.
Avantajele acestui model de studiu sunt ca sacii intestinali
contin toate tipurile de celule si stratul de mucus; astfel, este o
metoda relativ rapida si ieftind si poate fi utilizatd pentru studii de
preformulare. Acest tip de model este potrivit pentru masurarea
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parametrilor cinetici cu fiabilitate si reproductibilitate ridicatd. Mai
multe specii de animale, inclusiv sobolanul, iepurele, porcul, cainele
si maimuta, au fost utilizati in studiile de permeabilitate a SM bazate
pe saci intestinali izolati. Intestinul subtire de pui ar putea fi un
model util pentru absorbtia intestinala in bazd ipotezei ca
permeabilitatea membranei pentru diferite medicamente nu este
dependentd de specie, deoarece compozitia plasmei, membrana
celulelor epiteliale intestinale este similara la nivelul diferitor specii.
Astfel, permeabilitatea membranei de pui ar putea fi aceeasi pentru
segmente diferite de intestin.

Proiectarea sistemului de dizolvare-absorbtie continui
folosind segmentul intestinului invertit. Proiectarea sistemului de
absorbtie cu dizolvare continua in vitro este ilustrati in figura 8.1. In
acest sistem, dizolvarea substantei active din comprimat cu eliberare
lentd si patrunderea prin intestinul evertit au loc simultan. Se
utilizeaza 1000 mL de apa distilatd ca mediu de dizolvare, termostat
la 37+0,5 °C. Aparatul de perfuzie este format din doud tuburi de
sticld, A si B, conectate intre ele (Figura 8.1). Tubul B este o canula
(in formad de con) indoitd la capatul inferior, iar tubul A o canula
dreapta la capatul inferior.

LR
L

Figura 8.1. Schema sistemului de dizolvare-absorbtie continua in
vitro
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Etichete:

1- vas pentru dizolvare, 2 - arbore rotativ, 3 - mediu de dizolvare,
4 - cos, 5 — comprima, 6 - tub pentru oxigen, 7 - tubul B, 8 - tubul A,
9 - intestin evertit, | - sistem de absorbtie prin dizolvare, II - aparat de
absorbtie (perfuzie).

Distanta dintre doua canule este mentinutd constant. Segmentul
intestinal izolat este fixat intre capetele tuburilor A si B asa cum se
aratd In figura 8.1. Capetele intestinului sunt legate in pozitiile date cu
o0 atd. Aparatul este scufundat complet in vasul de dizolvare.

Aciclovirul [9-(2-hidroxietoximetil) guanina], (Figura 8.2), este
un analog sintetic de nucleozide purinice, iar derivatul din guanina
este cel mai utilizat agent antiviral.

@)

HN | N\>
HzNA\N I\II/O\I—OH

Figura 8.2. Formula de structura a aciclovirului

Aciclovirul este clasificat ca medicament de clasa a 11-a, adica
are solubilitate ridicatd s1 permeabilitate scdzuta. Absorbtia sa in TGI
este lentd, variabila si incompletd. Biodisponibilitatea aciclovirului
dupa administrarea orald variaza intre 10 si 30%. Aproximativ 80%
dintr-o doza orala nu este niciodatd absorbita si este excretata prin
fecale. Sistemul de absorbtie continud, care utilizeaza segmentul
intestinului evertit, poate fi utilizat pentru a studia dizolvarea
comprimatului de aciclovir si, In acelasi timp, absorbtia aciclovirului
prin membrana intestinald. Solubilitatea ridicatd si permeabilitatea
scazuta a aciclovirului pot fi demonstrate pe cale experimentala,
deoarece atat solubilitatea, cat si permeabilitatea pot fi studiate
simultan. Absorbtia aciclovirului este limitatd de viteza de penetrare.

Una dintre aborddrile de imbunatatire a permeabilitatii
substantei medicamentoase cu absorbtie joasd din TGl este
administrarea de intensificatori de absorbtie, inclusiv agenti
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tensioactivi, saruri biliare, acizi grasi, unele mucoadezive si polimeri.
Agentii tensioactivi sunt adesea inclusi in formele de dozare solide
orale pentru a imbunatati umectarea lor sau proprietatile de dizolvare
ale medicamentului. Este important de cunoscut dacd acesti agenti
tensioactivi, la concentratii care sunt atinse in lumenul intestinal,
sporesc permeabilitatea ingredientelor activi. Lauril sulfatul de sodiu
functie de concentratie. Cresterea permeabilitdtii se datoreaza
capacitatii amplificatorului de permeatic a LSS de a promova
permeabilitatea in directia absorbtiei prin deschiderea jonctiunilor
dense si/sau prin inhibarea sistemului de reflux activ. Astfel, prin
utilizarea LSS, problema permeabilitatii scdzute poate fi rezolvata,
ceea ce poate duce la o absorbtie crescuta a aciclovirului, care, la
randul sdu, poate creste biodisponibilitatea acestuia. Cresterea
concentratiilor de LSS 1n mediul de dizolvare creste coeficientul de
permeabilitate si coeficientul de intensificare.

Prerechizite
1. Cunostinte despre amelioratorii de permeatie.
2. Metode de absorbtie a SM.
3. Conceptul de dizolvare a SM.

Materiale si reagenti:

Vesela chimica: pipete gradate (0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5;
4,0; 4,5; 5,0 mL ), eprubete de 20 mL, palnie, baloane cotate de 25 si
100 mL, vas pentru dizolvare de 900 mL.

Reagenti chimici: lauril sulfat de sodiu, NaCl, KCI, CaCl,,
KH;PO4, MgS04-7H20, NaHCOs3,

Materiale: comprimat de aciclovir cu doza de 200 mg, intestin
de pui.

Echipamente: balanta analitica, aparat de perfuzie,
spectrofotometru UV-VIS, ultratermostat.
Prepararea solutiilor
1. Solutie Krebs Ringer (pH 7,4): se prepara solutia Krebs Ringer
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combinand 6,3 g NaCl, 0,35 g KCl, 0,14 g CaClj, 0,16 g KH;PQOy,
0,15 g MgSOQO4-7H,0, 2,1 g NaHCOg3 si 5 g glucoza intr-un litru de
apa distilata.

Solutie tampon fosfat cu pH 5,0: se dizolva 6,8 g de
dihidrogenofosfat de potasiu in 1000 mL apa distilata si se
ajusteaza pH la 5,0 cu hidroxid de potasiu 10 M.

Trasarea curbei de etalonare pentru determinarea

concentratiei de aciclovir

1.

Se transfera 100 mg de aciclovir intr-un balon cotat de 100 mL,
care contine o cantitate suficientd de solutie tampon fosfat cu pH
5,0. Se ajusteaza volumul pentru a obtine o solutie stoc standard
care contine 100 pg/mL aciclovir.

Se extrag cantitati corespunzatoare (0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2.5; 3,0; 3.5;
4,0; 4,5; 5,0 mL) de alicote din solutia stoc standard in zece
baloane cotate de 25 mL si se dilueaza cu solutie tampon fosfat pH
5,0 pentru a obtine concentratia de 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 si
20 pg/mL de aciclovir.

Se masoara absorbanta acestor solutii diluate la lungimea de unda
de A = 254 nm utilizdnd spectrofotometrul UV-VIS cu fascicul
dublu, comparativ cu proba martor de tampon fosfat cu pH 5,0.

Se traseaza graficul dependentei absorbantei in functie de
concentratia aciclovirului si se determina panta, intercepta si
coeficientul de corelatie.

Modul de lucru

Obtinerea intestinului invertit de pui
1.

Se utilizeaza intestin de pui masculi cu o greutate intre 500 pana la
600 g.

Se curata cu atentie lumenul de mucus clatind cu o solutie tampon
cu pH 7,4 (solutie Ringer Krebs).

Se indeparteaza un segment intestinal de 6 cm lungime si se
transferd in solutie tampon Krebs Ringer.

Se spald bine cu solutie calda Krebs Ringer.
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5.

Se intoarce Tnapoi extremitatea proximald a intestinului si se leaga
pe o tija de sticld pentru a obtine intestinul evertit.

Studiu de absorbtie prin dizolvare

1.

>

10.

Mediul de dizolvare format din 900 mL solutie tampon fosfat pH
5,0 se termostateaza la (37 £ 0,5) °C. Se fixeaza clema la
segmentul intestinal unit la aparatul de perfuzie.

Se umple cu solutie Krebs Ringer aparatul de perfuzie si se
inregistreaza volumul total al compartimentului de absorbtie (tubul
A si tubul B ale aparatului de perfuzie).

Se pune aparatul de perfuzie in mediu de dizolvare si se aereaza.
Se pune in cos comprimatul de aciclovir si se agita la 50 rpm.

Se extrag din aparatul de perfuzie (I) 2 mL proba la intervale de
10 min timp de 120 min si se determina spectrofotometric la

A =254 nm absorbanta solutiei cu aciclovirul eliberat.

Se extrage substantd medicamentoasa transportatd din
compartimentul de absorbtie (1) de la 13 min pana la 123 min la
un interval de 10 min (se inlocuieste cu solutia Ringer Krebs) si se
analizeaza spectrofotometric la A = 254 nm absorbanta solutiei cu
aciclovirul transportat.

Se repeta intregul experiment de trei ori (n=3) folosind mediu de
dizolvare proaspat, precum si de fiecare data segment de intestin
proaspat.

Se repeta aceeasi procedura pentru alte comprimate de aciclovir,
cu exceptia faptului ca in mediul de dizolvare se adauga lauril
sulfat de sodiu in trei concentratii diferite - de 1%, 2% si 3%

Se traseaza graficul dependentei procentului de substanta
medicamentoasa eliberata in functie de timp, iar datele se introduc
n tabelul 8.1.

Se construieste graficul dependentei cantitatii cumulative de
substantd medicamentoasa difuzatd in functie de timp (Tab. 8.2) si
se determind panta portiunii liniare ca viteza de aparitie a starii de
echilibru  (mg/min), si anume: cantitatea de substanta
medicamentoasa care traverseaza tesutul in timpul t (min).

77



Biofarmacia si farmacocinetica

Calcule

1. Concentratia substantei medicamentoase difuzate (ng/mL)

Se reprezinta graficul absorbantei aciclovirului in functie de
concentratie si se determind panta si punctul de interceptare cu axa Y.
y = mx + ¢, unde: Yy - absorbanta, m - panta, X - concentratia (ug/ml),
C - intercepta.

2. Cantitatea cumulativa de substantd medicamentoasa difuzata
(mg)

Cantitatea cumulativa de substantd medicamentoasa difuzata (CCMD)
= [concentratia (pg/mL) - (volumul mediului de difuzie) - (factor de
dilutie)]/1000

3. Suprafata (A) a intestinului de pui (cm?)

A=2mrl

unde: r - raza internd a intestinului, I - lungimea intestinului.

4. Factorul de dilutie

Factorul de dilutie = volumul probei diluate (mL)/volumul probei
indepartate (mL)

5. Cantitatea de substanti medicamentoasa eliberata in mediu de
dizolvare (mg)

Cantitatea de substantd medicamentoasd eliberatd = [concentratia
(«g/mL) - (volumul mediului de dizolvare) - (factorul de dilutie)]/1000
6. Procentul de eliberare cumulativa a substantei medicamentoase
Procentul de eliberare cumulativd a substantei medicamentoase =
(cantitatea de substanta medicamentoasa eliberata) - 100/doza
substantei active in comprimat).

7. Permeabilitatea aparenta (cm/s)

Q _1
dt Co'A-60

unde: dQ/dt — viteza de formare a starii de echilibru, si anume-
cantitatea de compus care traverseaza tesutul in timpul t, A - suprafata
expusa a tesutului intestinului (cm?), Co - concentratia initiald a
substantei medicamentoase n compartimentul donor.

8. Coeficientul de amplificare (ER)

Papp =
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ER=

Pyppmedicament cu amplificator

Papp medicament fard amplificator

unde Papp - permeabilitatea aparenta
Rezultate experimentale

Tabelul 8.1. Procentul de eliberare cumulativa a substantei
medicamentoase in functie de [LSS]

Timpul, min

medicamentului

Procentul de eliberare cumulativa a

0% LSS

1% LSS

2% LSS

3% LSS

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

110

120

Tabelul 8.2. Date pentru calcularea cantititii de substanta
medicamentoasa difuzata

Timpul, | Absobanta, | Concetratia, | Cantitatea, | Cantitatea
min. A =254 nm ug/mL mg cumulativa
de SM
difuzata,
(CCSM),
mg
0
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13

23

33

43

53

63

73

83

93

103

113

123

1. Procentul de eliberare cumulativd a substantei medicamentoase
din comprimat comercializat de aciclovir in solutie tampon fosfat,
este de % n 2 ore.

2. Cantitatea de aciclovir difuzatd prin membrana intestinala timpe
de 2 ore este de

3. Permeabilitatea aparentda si coeficientul de amplificare a
aciclovirului la diferite concentratii de LSS se prezinta in tabelul
8.3.

Tabelul 8.3. Permeabilitatea aparenta si coeficientul de
amplificare a aciclovirului la diferite concentratii de LSS

0% LSS 1% LSS 2% LSS 3% LSS

Permeabilitatea
aparenta

Coeficient de
amplificare

Deduceti concluzii

Aplicatii
1. Se poate studia efectul diversilor amplificatori asupra
absorbtiei substantei medicamentoase.
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2. Permeabilitatea substantelor medicamentoase de clasa a Ill-a
cu permeabilitate scazuta poate fi imbunatatitd prin utilizarea
amplificatorilor de permeabilitate.

Sarcini de evaluare si autoevaluare

1. Prezentati o lista cu diversi potentiali amplificatori de
permeatie ce se utilizeaza in formele de dozare orala.

2. Explicati mecanismele prin care potentiatorii de permeatie
cresc permeabilitatea substantelor medicamentoase.

3. Determinati care este % de aciclovir ce poate fi absorbit in
organism fara utilizarea amplificatorilor de permiatie.

4. Explicati cum se determind concentratia aciclovirului
eliberata si cea difuzata prin membrana intestinala.

Exercitiu
Studiati efectul sarurilor biliare asupra permeabilitatii
aciclovirului.

Lucrarea de laborator Nr. 9.

Absorbtia percutanata a substantelor medicamentoase
din unguent cu diferite baze

Scopul lucririi: studierea absorbtiei percutanate a Metronidazolului
din unguente cu transportatori solubili in apa si in lipide.

Obiective
1. Studierea metodei de absorbtie percutanata.
2. Intelegerea conceptului de coeficient de permeabilitate si
estimarea acestuia.
3. Studierea influentei diferitor baze de unguent asupra
absorbtiei percutanate a metronidazolului.

Generalitati
Stratul cornos este bariera principald pentru penetrarea
cutanata, oferind absorbtia lentd pentru majoritatea substantelor
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medicamentoase. Permeabilitatea stratului cornos poate fi marita prin
utilizarea adecvata a transportatorului prezent in unguent. in general,
se presupune cd natura transportatorului selectat influenteaza puternic
viteza si gradul de eliberare a substantelor medicamentoase.
Eliberarea poate fi Imbundtdtitd prin selectarea transportatorului
potrivit. Cel mai bun transportator pentru uz topic este cel care
contribuie la scdderea reversibila a rezistentei stratului cornos si
permite difuzia moleculelor n transportatorul propriu-zis.

Cel mai raspandit design al experimentului in vitro este acel in
care o membrana (de obicei, epiderma) separd doud compartimente.
Un compartiment contine substanta medicamentoasd Intr-un
transportator (vehicol), care poate fi o solutic apoasd simpld sau
solutie tampon (numita solutie donor) si celalalt compartiment contine
o solutie receptor, care ofera conditii de absorbtie. Dupa un anumit
timp se atinge o stare de echilibru a permiatiei prin membrana, cand
gradientul de concentratie al substantei medicamentoase de-a lungul
membranei este constant. In aceste conditii poate fi utilizati

urmatoarea ecuatie:

dM _ D-Cy

unde: dM - masa cumulativa a substantei medicamentoase, care
este transportata pe o unitate de suprafatd a membranei in timpul (dt),
C, -concentratia substantei medicamentoase In primul strat al
membranei (la suprafata pielii, in contact cu solutia donator), h -
grosimea membranei, D- coeficientul de difuzie.

In practica este foarte dificil si se misoare C ,, concentratia
substantei medicamentoase in primul strat al membranei, deoarece
indepartarea stratului exterior pentru analizd este problematica si
contaminarea de la donatorul aplicat este aproape inevitabila. Cu toate
acestea, concentratia substantei medicamentoase in transportator
(solutie donor), ce scalda membrana pielii (C,), este de obicei
cunoscuta sau poate fi determinata relativ usor. Deoarece C,si C,
sunt legate prin relatia:
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P=2 deci Co=P-C, (9.2)

unde P - coeficientul de partitie al substantei medicamentoase intre
membrana si transportator.

La introducerea ecuatiei (9.2) in ecuatia (9.1) se obtine:

dM _ D-P-C,
Tt (9.3)

Aceasta este cea mai aplicatd ecuatie in examinarea datelor de
transport transdermic al substantelor medicamentoase. Trasarea unui
grafic ce reprezintd cantitatea cumulativdi de substantd
medicamentoasa, care trece printr-o unitate de suprafatd a membranei
(ng/cm?) in timp, ofera profilul tipic de permeatie.

Coeficientul de permeabilitate (K,), viteza de transport a
substantei medicamentoase pe o unitate de concentratie a substantei
medicamentoase printr-o membrana poate fi definitd prin ecuatia
(9.4):

Kp= == (9.4)

Ecuatia (9.4) poate fi inlocuitd in ecuatia (9.3), iar in rezultat
obtinem ecuatia (9.5):

= Js=Kp-Cv (9.5)

Fluxul de stare stationara (Js) se obtine ca gradient al portiunii

liniare a profilului de permeatie (prin reprezentarea graficului

cantitatii cumulate de substantd medicamentoasa difuzate pe unitate de

suprafatd in functie de timp). Dacd concentratia substantei

medicamentoase 1n transportatorul aplicat este cunoscuta, atunci poate

fi determinat coeficientul de permeabilitate Kp. Cu cat valorile K, si Jgs

obtinute pentru diferite formulari vor fi mai mari, cu atat va fi mai

mare permiabilitatea.

Principiul metodei

Eliberarea substantei medicamentoase din formele de dozare
depinde direct de proprietatile fizico-chimice ale transportatorului si
ale medicamentului folosit. Solubilitatea substantei medicamentoase
este una dintre cele mai importante proprietdti fizice care afecteaza
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eliberarea atat in stratul de baza, cat si in mediul invecinat.

Metronidazolul (MTD) este solubil in solutie tampon fosfat.
Prin urmare, solubilitatea nu constituie un factor limitator in procesul
de absorbtie. Lipofilitatea este un parametru fizico-chimic foarte util
care reflectd proprietatile de transfer ale unui compus. Coeficientul de
partitie (faza apoasd : n-octanol) este utilizat in mod obisnuit in
industria farmaceutica pentru a reflecta lipofilitatea unui medicament.
Coeficientul de partitie al MTD este de 0,56 si 0,69 in apa si,
respectiv, in tampon fosfat (pH 7.4). Astfel, MTD are mai multa
afinitate fatd de tamponul fosfat decat fatd de apa. Eliberarea MTD
depinde de efectul de solubilizare al transportatorului. MTD va fi
eliberat rapid si mai mult din bazele hidrosolubile, decat din bazele
liposolubile datorita distributiei favorabile a MTD in directia fazei
apoase. Concentratia liberd de MTD va fi mai mare in transportatorii
solubili in apa. Dimpotriva, pentru transportatorii lipidici, distributia
catre faza apoasa internd ar face ca substanta medicamentoasa sa fie
aproape indisponibila in faza externa uleioasa.

in baza solubilitatii substantei —medicamentoase in
transportatori, putem presupune cd formula preparatului ce contine
baza hidrosolubila va fi mai bund pentru transportarea topicd a MTD.
Prerechizite

1. Permeabilitatea prin piele (membrane naturale).
2. Baze de unguent.

Materiale si reagenti

1. Vesela chimica: pahare de 100 mL, celuld de difuzie de tip
deschis, tub de testare, cilindru de 50 ml., baloane cotate de
100, 25 mL.

2. Reagenti chimici: metronidazol, dihidrogenortofosfat de
potasiu, acid stearic, alcool cetilic, glicerind, hidroxid de
potasiu.

3. Echipamente: spectometru UV-VIS, balanta analitica,
ultratermostat, agitator magnetic cu Incalzire.

4. Materiale: membrana naturald, celula de difuzie cu tub
deschis pentru dializa, ceard de albine, vaselina alba.
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Mod de lucru
1. Prepararea solutiei tampon fosfat 0,05 M, pH 7,4: se dizolva
cantitatea necesara de dihidrogenofosfat de potasiu in cantitate
suficienta de apa pentru a obtine 1000 mL solutie si se
ajusteaza
pH-ul la 7,4.
2. Curba de etalonare:

a. Prepararea solutiei standard: se cantaresc 100 mg de MTD
pur, se transfera in balon cotat de 100 mL si se aduce pana la
cota (Stoc I, 1 mg/mL). Se transferda 10 mL stoc I intr-un alt
balon cotat de 100 mL si se aduce la cota (Stoc II, 100 pg/mL).

b. Prepararea solutiei de lucru: din solutia stoc II se extrag
1,25; 2,50; 3,75; 5,00; 6,25 si 7,50 mL in baloane cotate de 25
mL si se aduce pana la cotd pentru a obtine o concentratie in
intervalul 0-30 pg/mL.

C. Masurarea absorbantei: se mdsoard absorbanta dilutiilor
respective la A = 320 nm folosind spectrofotometrul UV-Vis.
Se construieste graficul dependentei absorbantei MTD 1in
functie de concentratie utilizand MS Excel si se determind
panta si intercepta.

3. Prepararea formei medicamentoase

a. Se incalzesc separat fazele apoase si uleioase la 70 °C si se
amesteca impreuna la agitare continua.

b. Dupa racire la (40-50 °C), se adauga MTD (1%) si se amesteca
pentru a obtine un amestec omogen si uniform conform
formulei prezentate in tabelul 9.1.

Tabelul 9.1. Compozitia formelor medicamentoase

Ingrediente F1 F,
Ceara de albine 59 -
Vaselina alba 959 -
Acid stearic - 20 ¢
Alcool cetilic - 1g
Ceara de - 1g
spermaceti
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N

Glicerina - 5¢
Hidroxid de - 1,05¢
potasiu
Apa distilata - 71,95¢

. Eliberarea si patrunderea in vitro a SM

Se utilizeazd metoda celulei de dializd pentru a determina
cantitatea de substantd medicamentoasd difuzata din diferite
compozitii de unguent.

Se mentine membrana in contact cu lichidul receptor (0,05 M
solutie tampon fosfat, pH 7,4) timp de 1 ora.

Se acoperad tuburile cu membrana. Se scufundd tuburile intr-un
pahar de 100 mL care contine 50 ml din faza receptorului (tampon
fosfat 0,05 M; pH 7,4).

In timpul experimentelor se agita continuu faza receptorului cu o
bara magneticd mica la o viteza de 100 rpm pentru a asigura
omogenitatea si a mentine temperatura de 37 °C.

Se aplica o cantitate cunoscuta din formula F1 (baza uleioasd) pe
membrand. La timpul prestabilit se selecteazd probele si se
masoara absorbanta cu spectrofotometrul la A =320 nm.

Se repetd experimentul pentru formula F2 (baza solubila in apa).
Se utilizeazd curba de etalonare pentru determinarea cantitatii de
MTD difuzata.

Se traseazd graficul dependentei cantitatii de substanta
medicamentoasa difuzate pe unitate de suprafatd in functie de timp
si se determind panta portiunii liniare a graficului.

Se calculeaza coeficientii de permeabilitate folosind urmétoarea
formula:

Kp=Jss /Cy (9.6)
unde: K, - coeficient de permeabilitate (cm/h), Jss - flux
(mg/lcm?hr), A - aria de difuzie a membranei (cm?); C, -
cantitatea initiala a substantei medicamentoase in forma
farmaceutica (mg).
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A. Setul de parametri necesari pentru trasarea curbei de
etalonare

1. Intervalul legii Beer-Lambert: 5-30 pg/mL

2. Solvent: tampon fosfat 0,05 M, pH 7,4

3. Amax pentru metronidazol: 320 nm
B. Setul de parametri pentru studiul difuziei SM

1. Formulare: unguent

Concentratie: 1%
Viteza de rotatie: 100 rpm
Timp de testare: 8 h
Mediu de difuzie: tampon fosfat 0,05 M, pH 7,4
Volumul mediului de difuzie: 50 mL

Tabelul 9.2. Curba de etalonare pentru metronidazol

o gk whN

Concentratia, pg/mL Absorbanta, A= 320nm

5

10

15

20

25

30

Parametrul Valoarea

Panta

Intercepta

Tabelul 9.3. Absorbtia (ex vivo) a compozitiei F; la dializa
prin membrana

Timpul, | Absorbanta, | Concentratia, | Cantitatea | CCMD/
ore A =320 nm ug/mL totali unitati
difuzata, arie
mg
0,5
1
2
3
4
6
8
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(ex vivo - experiment realizat pe tesuturi vii, dar in afara
organimului viu)
Tabelul 9.4. Dependenta absorbantei (ex vivo) a
compozitiei F, la dializa prin membrana

Timpul, | Absorbanta, | Concentratia, | Cantitatea | CCMD/
ore A =320 nm ug/mL totala unitaiti
difuzata, arie
mg
0,5
1
2
3
4
6
8
*CCMD- cantitatea cumulativa de substanta medicamentoasa
difuzata

Calcule
1. Concentratia substantei medicamentoase difuzate (ug/mL)

Se construieste graficul dependentei absorbantei in functie de
concentratie si se determind panta si intercepta.

y=mx+c

unde: y - absorbanta, m- panta, X - concentratia (ug/mL), C -

intercepta.

2. Cantitatea cumulativa de substanti medicamentoasa difuzata
(mg)

Cantitatea cumulativa de substantd medicamentoasd difuzata
(CCMD) = [concentratia (ug/mL) - (volumul mediului de difuzie)
‘(factor de dilutie)]/1000
3. Suprafata membranei (A)

A= rr?
unde: r - raza membranei studiate.

4. Cantitatea cumulativad de substantd medicamentoasa difuzata
pe unitate de suprafata (CCMD/cm?)
CCMD/cm? = CCMD/Arie
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5. Factorul de diluare

Factorul de dilutie = volumul probei diluate (mL)/volumul probei
indepartate (mL)

6. Flux (Jss)

Jss - panta portiunii liniare a graficului dependentei cantitatii de
substanta medicamentoasa difuzata pe unitate de suprafata in functie
de timp.

7. Coeficient de permeabilitate (Kp )

Kp=Jss /Cy
Rezultate
1. Coeficientul de permeabilitate si fluxul pentru formularea F1
s-au doveditafi ___ si, respectiv, .
2. Coeficientul de permeabilitate si fluxul pentru formularea F2
s-au dovedita fi ___ si, respectiv, .
Deduceti concluzii
Aplicatii

1. Determinarea transportatorului (vehiculului) corespunzator
pentru administrarea topica a medicamentului.

2. Estimarea fluxului si a coeficientului de permeatie al
substantelor medicamentoase.

3. Compararea diferitor marci comerciale de medicamente
disponibile pe piatd prin estimarea fluxului si a coeficientului
de permeatie.

Sarcini de evaluare si autoevaluare
1. Explicati notiunea de coeficient de permeatie.
2. Definiti notiunea de flux si explicati metoda de calcul al
fluxului in stare stationara.
3. Comparati diferite tipuri de baze transportatoare.
4. Explicati metoda de determinare a coeficientului de
permeabilitate (Kp).
Exercitiu
Studiati efectul diferitor baze asupra absorbtiei percutanate a
gelului de diclofenac.
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Lucrarea de laborator Nr. 10.
Studiu de patrundere in vitro a diclofenacului
sodic din unguent utilizand celula de difuzie Franz

sodic folosind celula de difuzie Franz.

Obiective

1. A studia constructia celulei de difuzie Franz.

2. A studia absorbtia percutanata (prin piele) a diclofenacului sodic
utilizand celula de difuzie Franz.

Generalitati

O modalitate ideald de a determina absorbtia percutanatd a
unui compus este de a face studiul propriu-zis in vivo. Cu toate
acestea, multi compusi sunt potential toxici pentru a fi testati pe
oameni. In afard de aceasta, evaluarea acestor procese folosind fiinte
umane este dificila din punctul de vedere al costului, al consumului de
timp si al restrictiilor etice.

Prin urmare, studiile trebuie efectuate folosind pielea excizata
(cadavru uman, animale). Pentru aceste studii de difuzare a substantei
medicamentoase se utilizeazd membrane de la sobolani, soareci, porci,
cobai, serpi, iepuri $i oameni, precum $i membrane sintetice. Pielea de
animale diferd semnificativ de pielea umand datoritd diferentelor de
grosime, naturii stratului cornos, densitatii foliculilor de par si a
glandelor sudoripare. Tn aceasti privinta, studiile sunt, in general,
efectuate utilizand un sistem de celule de difuzie statice sau cu
termostatare. Dificultatea in obtinerea pielii excizate si variatia
permeabilitatii acestora din cauza rasei, varstei, sexului, sitului
anatomic $i preocuparea pentru utilizarea restrictionata a animalelor i-
a determinat pe cercetatori sd foloseascd pielea imitatd sau o
membrana artificiala.

S-a investigat permeabilitatea substantelor medicamentoase
prin diferite membrane artificiale, cum ar fi membrana de colagen. In
plus, s-au raportat multe studii privind eliberarea substantei
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medicamentoase din unguente folosind membrand de cauciuc
siliconic, membrand de celulozd si filtru cu membrana. Cu toate
acestea, rezultatele obtinute cu aceste membrane artificiale nu reflecta
intotdeauna absorbtia percutanati. In studiile de permeabilitate a
substantelor medicamentoase pot fi utilizate membranele naturale,
cum ar fi cea de piersici si pielita de rosii, stratul inter-lamelar al cepei
si stratul interior al oului, care pot inlocui pielea sinteticd imitata sau
artificiala. Membranele naturale pot fi alternative bune pentru studiile
mici si a problemelor etice implicate. In acest experiment diverse
membrane artificiale si naturale sunt comparate cu pielea animalelor
pentru studii de permeabilitate.

Principiul metodei

Permeabilitatea in vitro a substantelor medicamentoase poate
fi studiata cu utilizarea celulelor de difuzie Franz. Celulele de difuzie
Franz sunt realizate din sticla cu o suprafatd de contact de 4,7 cm?.
Celula de difuzie Franz (Fig. 10.1) este formata dintr-un compartiment
donator (A) si un compartiment receptor (B). Membrana este montata
intre doua compartimente celulare. Cele doud compartimente celulare
sunt fixate Tmpreund cu o clema. Compartimentul receptor are un
volum de 74 mL si este umplut cu mediu de difuzie. Se mentine la 37
°C prin circulatia apei printr-o camasd de apd externd. Dupd 30 min de
echilibrare a membranei cu solutia de receptor, cantitatea specifica de
substantd medicamentoasa se aplica in compartimentul donator.
Compartimentul donator este apoi acoperit cu parafilm (parafind)
pentru a preveni evaporarea solventului. Solutia receptorului este
agitatd continuu cu ajutorul unui magnet rotativ, la 400 rpm. Probele
de solutie din receptor (alicote de 2,0 mL) sunt extrase prin orificiul
de esantionare din compartimentul receptorului la diferite intervale de
timp. Celulele sunt reumplute cu solutie de receptor pentru a mentine
volumul solutiei constant in receptor in timpul experimentului.
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Figura 10.1. Schema celulei de difuzie Franz

Prerechizite

1. Permeabilitatea prin piele.
2. Baze de unguent.

Materiale si reagenti:

Vesela chimicia: eprubete de 20 mL, pipete gradate de 2, 5 si 10
mL, cilindru de 50 mL, baloane cotate de 25, 100 mL etc.
Reagenti chimici: diclofenac sodic pur, dihidrogenoortofosfat de
sodiu, hidrogenofosfat de sodiu.

Echipamente:  spectometru  UV-VIS, Dbalantda analitica,
ultratermostat, agitator magnetic.

Materiale: celuld de difuzie Franz, diclofenac sodic sub foma de
gel comercializat, membrand de celofan/membrana naturala.

1. Prepararea solutiei tampon fosfat cu pH de 7,4

Solutia A: se iau 3,5 g de hidrogenofosfat de sodiu (Na;HPO,) si

se dizolva in 100 mL apa distilata.

Solutia B: se iau 2,76 g de dihidrogeno-fosfat de sodiu

(NaH2PO,) si se dizolva in 100 mL apa distilata. Se amesteca 40,5 mL
de solutie A cu 9,5 mL de solutie B si se aduce volumul la 100 mL.

2. Trasarea curbei de etalonare pentru Diclofenacul de sodiu

a. Pregatirea solutiei standard: se cantareste 100 mg de diclofenac

sodic pur, se transferd intr-un balon volumetric de 100 mL si se
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ajusteaza volumul cu apa distilata (Stoc I, 1 mg/mL). Se transfera
10 mL solutie Stoc | intr-un alt balon cotat de 100 mL si se aduce
volumul la cota (Stoc 11, 100 pg/mL).

Pregitirea solutiei de lucru: din solutia Stoc Il se preleveaza 1,
2,3,4,5 si 6 mL in baloane volumetrice de 25 mL si se aduce
volumul la cotd pentru a obtine concentratia in intervalul de 4-24
pg /mL.

Masurarea absorbantei: se madasoara absorbanta solutiilor
respective la lungimea de unda de A = 270 nm folosind
spectrofotometrul UV-Vis. Se traseaza graficul dependentei
absorbantei solutiilor de diclofenac sodic fata de concentratie
utilizand MS Excel si se determina panta si intercepta.

3. Eliberare si permeabilitate in vitro

a.

Pentru studiul de permeabilitate se utilizeaza celule de difuzie
Franz cu o zona de difuzie de 4,7 cm? s1 o capacitate de 74 mL.
Se plaseaza membrana de celofan (sau naturald) intre
compartimentele donator si receptor ale celulei.

Se umple compartimentul receptorului cu aproximativ 74 mL de
solutie tampon fosfat (pH 7,4). Se mentine temperatura celulei la
37 °C prin intermediul circulatiei apei de la un termostat de apa
printr-o camasa de apa externad. Se agita continutul
compartimentul receptor la 600 rpm cu bara magnetica acoperita
cu teflon, care este plasata in interiorul celulei pe tot parcursul
experimentului.

Se asigura ca membrana sa fie in contact cu mediul din receptor.
Se plaseaza 2 g de diclofenac sodic sub forma de gel n
compartimentul donator si Se acopera compartimentul donator cu
folie de aluminiu pentru a evita evaporarea.

La intervale de timp prestabilite, se extrag cate 2 mL de proba
din compartimentul receptor si se inlocuieste imediat cu 2 mL de
solutie asemandtoare cu cea din receptor, de aceeasi temperatura.
Se dilueaza probele extrase daca este necesar si se masoard
absorbanta spectrofotometric la A = 270 nm.
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h. Se foloseste curba de etalonare pentru determinarea cantitatii de
diclofenac sodic difuzat prin membrana.

I. Se traseaza graficul dependentei cantitatii de medicament difuzat
pe unitate de suprafatd in functie de timp si se determina panta
portiunii liniare din grafic.

J. Se calculeaza coeficientii de permeabilitate utilizind urmatoarea
formula:

Kp = Js/Cy (10.2)
unde: K, - coeficientul de permeabilitate (cm/h), Jss - fluxul
(mg/cm?/h), A - aria membranei de difuziune (cm?); C, - cantitatea
initiala a substantei medicamentoase in compartimentul donator (mg).
Date experimentale si calcule
Tabelul 10.1. Date pentru curba de etalonare
a diclofenacului sodic

Concentratia, (Ug/mL) Absorbanta, . = 270 nm

0

4

8

12

16

20

24

Parametru Valoarea

Panta

Intercepta

Tabelul 10.2. Dependenta parametrilor in functie de timp la
patrunderea in vitro a diclofenacului sodic prin membrana de
celofan (sau naturald)

Timp, | Abosrbanta, | Concentratia, Cantitatea CCMD/pe
h A =270 nm pg/mL cumulativa de unitate de
substanta suprafata

medicamentoasa

difuzata, mg

0,5
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1

15

2

1. Determinarea concentratiei substantei medicamentoase difuzate
prin membrana (png/mL)

Se traseaza graficul dependentei absorbantei in functie de concentratie
si se determina panta si intercepta.

y=mx+c
unde: y - absorbanta, m - panta, X - concentratia (ug/mL), ¢ -
intercepta.
2. Cantitatea cumulativa de substantd medicamentoasa difuzata
(mg)

Cantitatea cumulativa de substantd medicamentoasa difuzata (CCMD)
= [concentratia (g/ml) - (volumul mediului de difuzie) - (factorul de
diluare)] / 1000

3. Suprafata (A) membranei de celofan

A =mr?

unde, r - raza membranei de celofan expusa mediului de difuzie

4. Cantitatea cumulativd de substantd medicamentoasa difuzata
pe unitate de suprafati (CCMD/cm?)

CCMD/cm? = CCMD/aria membranei de celofan

5. Factorul de dilutie

Factor de dilutie = volumul probei diluate (mL)/volumul probei
eliminate (mL)

6. Fluxul (Jss)

Fluxul (Jss) - panta (tangenta unghiului) portiunii liniare a graficului
dependentei cantitatii de substantd medicamentoasa difuzata pe unitate
de suprafata in functie de timp.

7. Coeficientul de permeabilitate (K;)

_]SS
unde: K, - coeficient de permeabilitate (cm/h), Jss - fluxul (mg/cm ’Ih),
A - aria de difuzie a membranei (cm?); C, - cantitatea initiald a
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medicamentului Th compartimentul donator (mg).

Rezultat
Coeficientul de permeabilitate si fluxul gelului de diclofenac
sodic prin membrana de celofan este cm/h  si

mg/cm?/h, respectiv.

Deduceti concluzii

Din acest studiu se poate concluziona ca permeabilitatea in
vitro a gelului de diclofenac sodic prin membrana de celofan poate fi
studiata utilizand celula de difuzie Franz.

Aplicatii

1. Acest experiment ne permite sd studiem permeabilitatea in vitro a
diferitor formulari transdermice.

2. Acest model poate fi utilizat pentru a studia influenta variabilelor
compozitiei  formulate asupra  permeabilitdtii  substantei
medicamentoase.

3. Este posibild estimarea fluxului si a coeficientului de
permeabilitate.

4. Acest model poate fi utilizat pentru a studia permeabilitatea
substantei medicamentoase pe cale nazala si bucala.

Sarcini pentru evaluare si autoevaluare

1. Explicati ce membrane naturale pot fi alternative bune pentru
studiile de permeabilitate.

2. Descrieti ce reprezinta celula de difuzie Franz.

Explicati metoda de determinare a concentratiei DCF

4. Analizati metoda de determinare a fluxului gelului de
diclofenac sodic.

5. Explicati ce reprezinta coeficientul de permeabilitate.

6. Descrieti diverse modele de permeatie.

w

Exercitii. Efectuati un studiu de penetrare a gelului de ketoconazol
folosind celula de difuzie Franz.
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CAPITOLUL 3. STUDIU PRIVIND LEGAREA
SUBSTANTELOR MEDICAMENTOASE DE
PROTEINE

Lucrarea de laborator Nr. 11.

Studiu privind legare substantelor medicamentoase de
proteine prin utilizarea metodei de dializa la echilibru

Scopul lucririi: studiul procesului de legare a acidului salicilic cu
proteinele prin metoda dializei de echilibru.

Obiective

1. Tntelegerea procesului de legare a substantelor medicamentoase de
proteine.

2. Demonstrarea legrii de proteine a acidului salicilic prin metoda
dializei de echilibru.

Generalitati

Raspunsul terapeutic dorit al unei substante medicamentoase
se obtine ca urmare a interactiunii acestuia cu Situs-ul receptor
specific. In calea spre receptorul respectiv substanta medicamentoasi
se poate lega de alti constituenti ai sistemului biologic, cum ar fi
proteinele plasmatice (de exemplu, albumina, lipoproteinele cu
densitate mare si globulinele. Se vor forma complecsi care nu pot
traversa membranele biologice. Fractia substantei medicamentoase
nelegatd de proteinele din plasma/ser este disponibild pentru legarea la
un anumit situs. Natura si gradul de interactiune a substantei
medicamentoase cu proteinele influenteazd in mod semnificativ
activitatea biologicd a unei substante medicamentoase prin influenta
asupra farmacocineticii si a performantei farmacodinamice.

Fixarea substantei medicamentoase pentru transport se produce
cu predilectie pe albumine. Ele reprezinta singurele lanturi peptidice
cu o suprafatd de contact mare comparativ cu celelalte proteine
sanguine. Teoretic, fiecare molecula poate transporta cca. 100 sarcini
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negative sau pozitive. Substanta medicamentoasa se leaga la gruparile
formate din resturile aminoacide ale albuminelor, orientate la
suprafati:R-COO-, R-O-, R-S-, R-NH*"

Ele interactioneaza cu moleculele polare ale substantei
medicamentoase din solutie. Doar substanta medicamentoasa nelegata
trece prin membrane biologice.

Cantitatea de substanta medicamentoasa cuplata la proteinele
plasmatice este in functie de:

- concentratia substantei medicamentoase;

- afinitatea substantei pe locurile de cuplare;

- capacitatea pana la saturatie a acestor locuri.

Albuminele plasmatice ofera:

a. mai multe locuri de cuplare pentru medicamente bazice;

b. pentru cele acide legarea se face la nu mai mult de doua locuri
primare de cuplare (in general, numai la unul).

Influenta cuplarii substantei medicamentoasa la proteine. O
proportie variabild, de multe ori insemnatd de substantd
medicamentoasa absorbita, poate cupla reversibil la proteinele
plasmatice. Concentratia activd de substantd medicamentoasa este
fractiunea necuplata, deoarece aceasta poate sd pardseasca spatiul
plasmatic si sa atinga locul de actiune. Intre fractiunea cuplati si cea
libera existd un echilibru dinamic. Atunci cind substanta libera
paraseste circulatia, fractiunea cuplatd este pusa in libertate pentru
restabilirea echilibrului. Cuplarea la proteine reduce viteza pierderii de
substantd in plasmd, in mdsura 1n care ea determind scdderea
concentratiei plasmatice a fractiunii libere. Astfel, va determina
scaderea gradientului de concentratie pe baza cdaruia se produce
difuziunea medicamentului. Ca rezultat, pe de-o parte, se va reduce
viteza de pierdere a substantei medicamentoase prin rinichi (deoarece
doar fractiunea libera este filtratd), iar, pe de-altd parte, substanta
medicamentoasa este excretatd activ si cuplarea la proteine nu confera
protectie, (ex: penicilina este excretatd aproape in totalitate in primul
pasaj renal). Consecinta practica a cuplarii la proteinele plasmatice
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este ca toxicitatea si efectul substantei medicamentoase care cupleaza
intr-o proportie mare la proteine se intensificd mult in cazul
hipoproteinemiei. Concentratia fractiunii libere a substantei
medicamentoase cuplate in proportie mare poate fi marita atunci cand
se administreazd o substantd medicamentoasd cu afinitate mai mare
pentru aceleasi situs-uri de cuplare. Cuplarea substantei
medicamentoase 1n circulatia sangvind se face cel mai frecvent la
albuminele plasmatice, dar mai poate avea loc la elementele figurate si
la glicoproteinele « -1 acide.

Estimarea concentratiei fractiunii libere si a concentratiei
totale este usor realizabila experimental unde concentratia totald a
substantei medicamentoase este marita progresiv. Studiile de acest tip
ofera informatii despre numarul situs-urilor de cuplare ale unei
molecule de albumind si despre valoarea constantei afinitdtii de
cuplare. Acest lucru este important cand se cautd aflarea dozei
potrivite a unei substante medicamentoase antimicrobiene.

O substanta medicamentoasa din organism poate interactiona
cu mai multe componente ale tesutului, dintre care doud categorii
majore sunt sangele si tesuturile extravasculare. Proteinele, in special,
sunt responsabile pentru o astfel de interactiune. Procesul formarii
complecsilor cu proteinele se numeste legarea de proteine a unei
substante medicamentoase. Importanta unei astfel de legari deriva din
faptul ca substanta medicamentoasa legata este atit farmacocinetic cat
si farmacodinamic inerta. Legarea substantei medicamentoase de
proteine implica, in general, legdturi chimice slabe, cum ar fi
legaturile de hidrogen, legaturile ionice sau Van der Waals si, prin
urmare, este un proces reversibil.

Saturarea capacitatii de legare a proteinelor plasmatice si
cresterea fractiunii libere duce la metabolizarea si eliminarea mai
rapida a substantelor medicamentoase, ajungandu-se la un echilibru
intre cele doud fractiuni.

Starile de hipoproteinemie si alterdrile raportului albumine-
globuline au ca rezultat:
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- saturatia mai rapida a capacitatii de cuplare;
- cresterea masiva a fractiunii libere;
- pericolul efectelor secundare sau al unor intoxicatii.

La nou-ndscuti concentratia proteinelor plasmatice este
scazutd. Din aceastd cauzd fractiunea libera a substantei
medicamentoase este mai mare decat la adulti, ceea ce explica
sensibilitatea la aceastd varsta si pericolul intoxicatiilor.

Legarea unei substante medicamentoase de proteine ce se
contin in organism influenteaza actiunea lor in mai multe moduri:

1. proteina poate facilita distributia unei substante medicamentoase
pe tot corpul,

2. poate inactiva substanta medicamentoasa prin faptul ca nu permite
dezvoltarea unei  concentratii  suficiente de  substantd
medicamentoasa libera la locul receptorului;

3. poate intarzia excretia unei substante medicamentoase.

Interactiunea unei substante medicamentoase cu proteine poate
provoca:

a) deplasarea hormonilor corporali sau a unui agent administrat
concomitent;

b) modificarea configurationala a proteinei;

c) formarea unui complex de substante medicamentoase legate de
proteine care sunt active biologic.

Metode pentru studiul legarii substantelor
medicamentoase de proteine

Sunt disponibile numeroase metode pentru studierea legarii
substantelor medicamentoase de proteine. In afari de criteriile
generale pentru orice tehnicd analitica, ele nu trebuie sa suprime
echilibrul dintre substanta medicamentoasa libera si cea legata.

Dializa de echilibru, dializa dinamica, ultrafiltrarea si
electroforeza sunt tehnicile clasice folosite pe scara larga pentru a
studia legarea proteinelor. Tn ultimii ani alte metode, cum ar fi filtrarea
pe gel si rezonanta magneticdi nucleara, au prezentat rezultate
satisfacatoare, toate avand avantaje si dezavantaje proprii.
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Modificari spectrale

Majoritatea  substantelor medicamentoase au absorbtie
distinctd In UV datoritd cromoforilor conjugati din molecula. Atunci
cand substanta medicamentoasa interactioneaza cu o proteina, spectrul
UV sau vizibil poate fi schimbat din cauza modificarilor in
configuratia electronica. Aceste modificari pot fi cuantificate si
utilizate pentru a determina gradul de legare. Schimbarile in spectrul
de fluorescenta pot fi utilizate in acelasi mod.

Dializa de echilibru

Membrana
Proteina S
o Solutia tampon
Medicamentul Fara medicament
< Medicamentul

Solutia tampon

LI T T

Figura 11.1. Echilibru pe o membrana semipermeabila

Solutia proteica (de exemplu, plasma), care contine substantd
medicamentoasd, si o solutie tampon sunt plasate pe partile opuse ale
unei membrane de dializd. Dupa o perioada suficientd de timp (poate
fi de 12-24 h), concentratia SM libere va fi aceeasi pe ambele parti
ale membranei. Legarea SM de proteine poate fi determinata prin
misurarea concentratiei SM pe fiecare parte a membranei. in partea
stdnga concentratia va implica consumul de SM libera si legata, in
timp ce 1n partea dreapta nu existd legarea de proteine si concentratia
va fi egald cu concentratia libera de SM.
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Ultrafiltrarea

o) Substanta medicamentoasa si
proteina in solutie

Membrana

__<€4J—— Filtratul firi substanta
medicamentoasa

Figura 11.2. Ultrafiltrarea ca metoda de misurare a legarii
substantei medicamentoase de proteine
O metoda mai rapida de separare a substantei medicamentoase
libere si legate este metoda de ultrafiltrare. Solutiile de substanta
medicamentoasa si proteine sunt plasate pe o membrana de filtrare, iar
lichidul contindnd substantd medicamentoasa libera este fortat sa
treacd prin membrana la centrifugare.

Dializa dinamica

Una dintre metodele utilizate pe scara largd pentru studierea
legarii proteinelor in vitro a substantei medicamentoase este dializa
dinamica. Dializa dinamica utilizeaza dinamica fluxului pentru a mari
viteza si eficienta dializei. Dializa creeaza cel mai inalt grad de
concentratie posibil, care ar reduce in mod semnificativ timpul de
dializa. Alt avantaj al actiunii de separare este acela ca Tmpiedica
impurificarea membranei si, in anumite situatii, genereaza o diferenta
de presiune. Aceasta forta de antrenare suplimentara mareste viteza de
transfer a masei hipo-osmotice prin membrana semipermeabilad si
permite concentrarea probei in timpul procesului de dializa.

Principiul metodei de dializa la echilibru

Tubul A contine numai acid salicilic (AS) fara proteine.
Echilibrul acidului salicilic in tubul A si in paharul de laborator este
obtinut datoritd membranei semipermeabile si astfel se poate masura
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concentratia acidului salicilic in paharul de laborator. Tubul B contine
acid salicilic in prezenta proteinelor (albumina de oud de 0,5 mL) si,
prin urmare, are loc legarea de proteine (albumina) a acidului salicilic.
Acest lucru permite numai acidul salicilic liber raimas dupa legarea de
proteine sd se transfere prin membrana semipermeabild, ceea ce
reduce concentratia de acid salicilic in paharul de laborator. Reducerea
concentratiei de acid salicilic are loc cel mai mult in tubul C din cauza
prezentei crescute a proteinei (1 mL de albumina din oud). Aceasta
creste legarea de proteine a acidului salicilic, reducand astfel
concentratia acidului salicilic liber in tubul C si 1n pahar.

Acidul salicilic prezent in paharul de laborator (compartimentul
fara proteine) este determinat prin adaugarea solutiei de nitrat de
Fe(IIT). Reactia acidului salicilic cu nitratul de Fe (I1) produce un
complex intens colorat, a cdrui absorbtie maxima poate fi detectata

spectrofotometric la
A =540 nm.

] ]

|

0 0
3 + FeCly — Fe| +3qQ-
OH C‘) 3
H

Figura 11.3 Mecanismul de interactiune a acidului salicilic
cu clorura de Fe (111)

Prerechizite
1. Conceptul de legare a SM de proteine.
2. Semnificatia legarii SM de proteine.

Materiale si reagenti:

1. Reagenti chimici: acid salicilic, nitrat de Fe (I11), acid clorhidric,
clorura de mercur.

2. Echipamente: spectrofotometru UV-VIS, balanta analitica,
agitator magnetic si aparat pentru dializa la echilibru.

3. Vesela chimica: eprubete de 20 mL, pipete gradate de 2, 5 si 10
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4.

mL, cilindru de 50 mL, baloane cotate de 25, 100 mL, etc.
Materiale: albumina din ou, membrana de celofan Sau membrana

naturala.

Modul de lucru:
Curba de etalonare pentru acidul salicilic

1. Prepararea agentului colorant: se dizolva clorura de mercur (4

g) in aproximativ o cincime din volumul de apa. Se dizolva
separat azotatul de Fe (lll) (4 g) in 0,12M HCI (12 mL). Se
amesteca cele doua solutii si se ajusteaza volumul la 100 mL, se
filtreaza si filtratul se foloseste ca agent colorant.

. Prepararea solutiei standard (stoc): se cantareste exact 100 mg

de acid salicilic (mai bine salicilat de sodiu). Se dizolva in 100
mL de apa distilata utilizdnd 5 mL de alcool etilic. Se iau 10 mL
din aceasta solutie si se dilueaza pana la cota cu apa distilata in
volumul de 50 mL.

. Prepararea solutiei de lucru: din solutia stoc se preleveaza 0,5;

1,0; 1,5; 2,0 si 2,5 mL si se trec in baloane cotate de 25 mL, se
adaugd 10 mL agent de colorare, iar solutia rezultatd se aduce la

cotd cu apa distilatd pentru a se obtine concentratia in intervalul
2-10 pg/mL.

. Masurarea absorbantei: se inregistreaza absorbanta solutiei de

lucru la A = 540 nm, utilizand spectrofotometrul UV-VIS, iar
solutia de comparatie este apa distilata. Se traseaza un grafic al
dependentei absorbtiei functie de concentratia de acid salicilic si
se determind panta si segmentul intersectat pe ordonatd
(intercepta).

Studiul experimental de legare a SM de proteine

1.
2.

3.

Se iau trei tuburi goale si se marcheaza ca A, B s1 C.

Intr-un capit se leagi o membrani semipermeabila in asa fel incat
sa se formeze un sac.

Tn tubul A se introduce 1 mL de acid salicilic de 1% si 1 mL de
apa distilata.
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&

Tn tubul B se introduce 1 mL de acid salicilic de 1%, 0,5 mL de
albumina din ou si 0,5 mL de apa.

Tn tubul C se introduce 1 mL de acid salicilic 1% si 1 mL de
albumina din ou.

Fiecare tub se amplaseaza intr-o cantitate de 50 mL de apa
distilata si se pipeteazad 5 mL de esantion din paharul de laborator
la intervale de 15, 30, 45, 60, 75 si 90 de minute. Se inlocuieste
lichidul cu 5 mL de apa distilata in paharul de laborator.

. Se determind absorbanta A = 540 nm probelor selectate dupa

adaugarea a 4 mL de agent colorant si 1 mL de apa distilata, la
esantionul prelevat.

Se traseaza curbele comparative ale cantitatii de acid salicilic
prezent In compartimentul fard proteina in functie de timp.

P

Tubul de testare

Compartimentul cu
proteini

«+— Paharul

[ - Membrana

_ Cnmpartim(.:nful fara
proteina

Figura 11.4. Schema dializei la echilibru

Rezultate si discutii

Tabelul 11.1. Date experimentale pentru curba de etalonare

Concentratia ac.salicilic, #g/mL Absorbanta, A = 540 nm

2

4

6

8

10

Parametrul Valoarea

Panta

Intercepta
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Tabelul 11.2. Procentul de eliberare cumulativa a substantei
medicamentoase prin membrana in functie de timp

Timp, min Procentul de eliberare cumulativa a substantei
medicamentoase

Tubul A Tubul B Tubul C

15

30

45

60

75

90

Calcule

A. Determinarea concentratiei necunoscute a acidului salicilic

Se determind concentratia necunoscutd de acid salicilic din
compartimentul receptorului utilizand urmatoarea ecuatie:

y=mx+c

unde: Y - absorbtia, m - panta, X - concentratia, ¢ - segmentul
intercepta.

B. Cantitatea de substanta medicamentoasa difuzata (mg)
Cantitatea de substantd medicamentoasa difuzatd = [Concentratia
(ug/mL) - (volumul mediului de difuzare) - (factor de dilutie)] / 1000
C. Factor de diluare. Factor de diluare = volumul probei diluate
(mL)/volumul esantionului eliminat (mL)

D. Procentul de eliberare cumulativi a  substantei
medicamentoase

Procentul de eliberare cumulativd a substantei medicamentoase =
(cantitatea de substantda medicamentoasa difuzata - 100)/ cantitatea
totala din doza

Rezultat. S-a constatat ca procentual de acid salicilic eliberat in tubul
fara proteine a fost , cu 0,5 mL de albumind din ou s
cu 1 mL de albumina din ou a fost

Deduceti concluzii

Aplicare
1. Poate fi folosit pentru studierea legarii de proteine a diferitor
substante medicamentoase.
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2. Metoda dializei de echilibru este un procedeu neinvaziv pentru
studierea legarii SM de proteine.
Sarcini pentru evaluare si autoevaluare
1. Explicati procesul de legare a acidului salicilic de proteine.
2. Dati semnificatia clinica a legarii SM de proteine.
3. Explicati ce forma a SM este activa si influenteaza
performanta farmacodinamica.
4. Descrieti tipul de legdturi chimice ce se formeazd la legarea
SM de proteinele plasmatice.
5. Descrieti ce proteine plasmatice oferd mai multe locuri de
cuplare.
Exercitiu. Studiati legarea clorhidratului de ranitidind la proteina
utilizand metoda dializei de echilibru.
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CAPITOLUL 4. FARMACOCINETICA
SUBSTANTELOR MEDICAMENTOASE

Lucrarea de laborator Nr. 12.

Modelarea eliminarii plasmatice dupa o perfuzie de
bolus intravenos

Scopul lucrarii: investigarea unui proces de eliminare plasmatica a
substantei medicamentoase prin simularea datelor in timpul perfuziei
si dupa perfuzie.

Obiective
1. Determinarea diferitor parametri farmacocinetici: volumul
aparent de distributie, timpul de injumatatire, constanta vitezei
de eliminare si clearance-ul.
2. Determinarea parametrilor farmacocinetici din date plasmatice
sau urinare.
3. Calcularea parametrilor farmacocinetici dupd administrarea
unei doze de bolus intravenos (IV) de substantd
medicamentoasa.
Generalitati

La administrarea unei doze de substantd medicamentoasa sub
formd de bolus intravenous (IV), concentratia terapeutica doritd este
atinsd imediat. Totusi, acest mod de administrare este nepotrivit
atunci, cand este necesar sd se mentina concentratii plasmatice sau
tisulare pentru o perioadd prelungitd. Aici se urmareste atingerea
intervalului terapeutic si apoi mentinerea concentratiei de substanta
medicamentoasa in intervalul dat pe o duratd mai lunga. Este o
practicd obisnuitd pentru a perfuza o substantd medicamentoasa la o
vitezd constantd (introducerea SM cu viteza constantd sau
introducerea printr-un proces de ordinul zero). Aceastdi metoda
permite administrarea precisd si usor controlabild a substantei
medicamentoase.

Viteza de perfuzie a unei substante medicamentoase este
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controlatd de debitul si concentratia medicamentului in solutie.
Curgerea este controlatad prin reglarea naltimii unui flacon de perfuzie
sau prin reglarea dimensiunii deschiderii tubului care conecteaza
flaconul de acul de perfuzie. Cand se doreste o0 mai mare precizie si
control al administrarii substantei medicamentoase, se utilizeaza o
pompa de perfuzie. Substanta medicamentoasd este monitorizatd n
sange n doua conditii:

1. in timpul perfuziei (in timp ce substanta medicamentoasa este

perfuzatd);

2. n perioada post-perfuzie (dupa incetarea perfuziei).

In figura 12.1 se prezintd schema instalatiei pentru determinarea
modificarilor concentratiei substantei medicamentoase in tesutul
corporal sau in sange la perfuzie constanti. In lucrarea dati se vor lua
in considerare mai ntai problemeleprivind prelevarea probelor in
timpul perfuziei si apoi cele privind monitorizarea concentratiei
substantei medicamentoase dupa oprirea perfuziei.

Viteza constanti de perfuzie Ro K (eliminare)
Doza » | Singe si fesut

Proces de ordinul zero . Proces de ordinul intii
Compartimentul central

Figura 12.1. Schema de determinare a modificirilor concentratiei
substantei medicamentoase in organism sau in sange la perfuzie
constanta

Deoarece substanta medicamentoasa este monitorizata in sange,
modificarea cantitatii de substantd medicamentoasd in singe/ corp

(dX/dt) pentru configurarea de mai sus va fi:
S =Ry-K-A (12.2)
unde: dA/dt - viteza de modificare a cantitatii de substanta
medicamentoasa din organism; Ry — constantd vitezei de perfuzie;
K-A — viteza procesului de eliminare de ordinul intai. La integrare,

rezultd ecuatia 12.2:
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R K.
A=22(1-e" (12.2)
Ecuatia (12.2) indicd faptul cd@ -cantitatea de substanta
medicamentoasd din organism creste asimptotic In timp. Deoarece se
masoard concentratia si nu cantitatea de substantd medicamentoasa,
putem inlocui ecuatia C = A/V (sau A = V-C) 1in ecuatia (12.2)
pentru a obtine:
— Ry -K-t.
=<V 1-e) (12.3)
unde: C - concentratia plasmaticd (sau sericad) a substantei
medicamentoase la momentul t; V - volumul aparent de distributie; K
— constanta vitezei de eliminare; iar K-V este clearance-ul sistemic
(Cl).
R K.
C=32-a-e" (12.4)
Constanta vitezei de eliminare de ordinul intai si timpul de
injumatatire prin eliminare pot fi calculate dintr-un grafic
semilogaritmic construit in baza datelor privind variatia concentratie
post-perfuzie in timp, asa cum este prezentat in figura 12.2.

Grafic semilogaritmic
12 1 Grafic regulat 0
. X
[ %
0 —— S oprit perfurin ‘\\
5 E 3
5 B4 E
i Rata de Armmci B \
4 T perfurie A \
AL =R 7, '
= ‘
= g x
E 4 4 £ X
g : B
S 2 Timpul de 5 \
e perfure T —. \
o T T T
] 5 10 15 20 a1 -
i 1] 5 10 =] o =5
Til
mp () Timp (b}

Figura 12.2. Graficul regulat (a) si semilogaritmic (b) al
concentratiei plasmatice in functie de profilul timpului prin
perfuzie cu viteza constanta

La inceputul perfuziei cu viteza constantd, cantitatea de
substantd medicamentoasa din organism este zero. Pe masura ce trece
timpul, cantitatea de substantd medicamentoasd din organism creste
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treptat pana la un nivel, dupa care viteza de eliminare este egala cu
viteza de perfuzie, adica concentratia substantei medicamentoase in
plasma se apropie de o valoare constantd numitd stare de echilibru.

La starea de echilibru, modificarea cantititii de substanta

medicamentoasd din organism este egald cu zero, prin urmare, ecuatia

(12.1) devine:
R

(0) = Ro - K'Ass, Ro = K'Ass s Ass = 70 (125)
Se transformad in termeni de concentratie si se rearanjeaza ecuatia:
Ro _ Ro
=—=— 12.
Cs= v (12.6)

Unde A si Cg sunt cantitatea de substantd medicamentoasa in
organism $i, respectiv, concentratia de substantd medicamentoasa in
plasma la starea de echilibru. Valoarea lui K poate fi obtinutd din
panta dreptei obtinute din graficul semilogaritmic (Ig C functie de t) a
datelor privind variatia concentratiei plasmatice in timp, colectate din
momentul in care perfuzia este oprita.

Principiul metodei

Printr-un aranjament de pahare si un rezervor de apa cu presiune
constantd este posibil sa se simuleze concentratiile plasmatice dupa
perfuzia IV cu vitezd constanta (a se vedea figura 12.2). Fluxul
constant de apd prin sistem determind o diluare a markerului,
permanganatului de potasiu, in timp ce infuzia de permanganat de
potasiu la viteza constantd in compartimentul pentru plasma are loc
dupa un proces de ordinul zero. Probele din compartimentul pentru
plasma pot fi extrase la intervale prestabilite de timp, iar concentratia
probelor poate fi determinatd spectrofotometric. Din graficul
semilogaritmic al datelor privind dependenta concentratiei post-
perfuzie in functie de timp se va determina constanta vitezei de
eliminare (K) si timpul de Tnjumatatire (t12). Concentratia probei, in
momentul in care perfuzia este opritd, este consideratd concentratie la
starea de echilibru (Cs). Se pot calcula diferiti parametri folosind
diverse formule discutate in partea teoretica.

111



Biofarmacia si farmacocinetica

. A

e 18]

Figura 12.3. Schema instalatiei pentru simularea perfuziei de
bolus intravenos cu viteza constant:i
P - compartiment pentru plasma, W - apa, U - urina

Mod de lucru

Se prepara solutie de 100 xg/mL de permanganat de potasiu in apa
distilatd (solutia stoc). Se pregateste in continuare, in baloane
cotate de 25 mL, solutiile de lucru cu concentratiile de 10, 20, 40,
60, 80 si 100 ug/mL din solutia stoc. Se masoard absorbanta
fiecdrei solutii la A = 540 nm. Se utilizeaza apa distilata ca proba
martor. Se construieste curba de etalonare si se Inregistreaza
intercepta si panta.

Se identifica si se marcheaza in instalatie compartimentul pentru
plasma (P). Se asigura ca rezervorul de apa este plin.

Se porneste agitatorul la paharul pentru plasma si se ajusteaza
pentru o amestecare blanda. Se stabileste un debit de 20 mL/min.
(se admite intre 15 si 25 mL/min).

Se colecteaza probe de plasma din compartimentul pentru plasma
la 0,5, 10, 15, 20, 25, 30, 45 si 60 min dupa pornirea perfuziei. Se
aranjeaza si se eticheteaza eprubete pentru fiecare proba.

O persoand din grup trebuie sa aiba responsabilitatea de a
supraveghea activitatea pompei de injectie. Aceasta persoand ar
trebui sa ia 15 picaturi de solutie saturata de permanganat de
potasiu si sa ,,injecteze” o picatura pe minut in compartimentul
pentru plasma, pana cand va fi introdusa doza completa.

Se inregistreaza acest timp t (min). Viteza de perfuzie este de 250/t
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10.

11.

(16,66 mg/min).

Se colecteaza cu pipeta 5 mL proba de plasma din compartimentul
pentru plasmd la momentele indicate. Nu se clateste pipeta intre
prelevari.

Fiecare proba va fi analizata spectrofotometric la A = 540 nm. E
posibil ca probele timpurii sd necesite o dilutie pentru a obtine
absorbanta sub o unitate. Se aplica acest factor de dilutie in analiza
rezultatelor.

Se traseaza dependenta grafica a datelor concentratiei plasmatice
(C) dupa perfuzie in functie de timp (t) in forma grafica
semilogaritmica si se determind panta.

Se determina concentratia substantei medicamentoase la starea de
echilibru (C).

Se determina volumul aparent de distributie (Vg):

a) Viteza de perfuzie Ro = 16, 66 mg/mL;

b) Ci5=Css=____

Tabelul 12.1. Dependenta concentratiei permanganatului de
potasiu Tn compartimentul plasmatic in functie de timp

Timpul, Factorul Absorbanta Concentratia,
min de dilutie A =540 nm mg/L

0

5

10

15

20

25

30

45

60
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Calcule
1. Constanta vitezei de eliminare

Se determind panta graficului datelor post-perfuzie ale
concentratiei (C) in functie de timp (t). Se calculeaza constanta vitezei

de eliminare prin utilizarea pantei dreptei.
—-K _ lng—lgC1

Panta = 2303 t,t, (12.7)
2. Timpul de injumatatire
0,693
L= T (12.8)

3. Concentratia la starea de echilibru (Cs)

Se ia in considerare concentratia de permanganat de potasiu in
compartimentul plasmatic la momentul opririi perfuziei Cg (aici
Css este concentratia la 15 min, deoarece perfuzia a fost opritd la 15
min).

4. Volumul de distributie
Volumul de distributie poate fi determinat folosind urmatoarea
formula:

Ro
Ce=—
SS KV

R
unde V=22
K-Css

(12.9)

(12.10)

5. Clearance-ul
Clearance-ul se determina folosind urmatoarea formula:

cl=Xo (12.11)
Css
Rezultate
Diferiti parametri farmacocinetici obtinuti din datele la simularea
perfuziei plasmatice ale permanganatului de potasiu sunt prezentate in

tabelul 12.2.
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Tabelul 12.2. Datele experimentale ale parametrilor farmacocinetici
obtinuti la simularea perfuziei plasmatice

Nr. Parametrul Datele pentru

farmacocinetic parametrii
farmacocinetici la

perfuzia plasmatica

Concentratia la echilibru

Constanta vitezei de eliminare

Timpul de Injumatatire

Vlumul de distributie

OlhWN|F-

Clearance-ul

Deduceti concluzii
Aplicatii

1. Utilizarea metodei neinvazive de determinare a parametrilor
farmacocinetici.

2. Este posibila simularea procesului de eliminare a SM dupa
ordinul intai in timpul si dupa o perfuzie IV.

Sarcini de evaluare si autoevaluare

1. Definiti notiunea de concentratie la starea de echilibru.

2. Explicati reactiile de ordinul zero si de ordinul unu.

3. Indicati maximul de absorbtie al KMnO4,

4. Explicati metoda de determinare a constantei vitezei de eliminare
a SM.

5. Explicati ce este clearance-ul si cum se calculeaza.

6. Explicati metoda de calcul pentru V4 a SM.

Exercitii
Concentratia plasmaticd a unui medicament in timpul si dupd o
perfuzie constanta (40 mg/h) timp de 12 h este data in urmatorul tabel:

Timpul, h 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Concentratia, | 3,3 (54 |76 |87 (93|96 |95|41 |18 0,76 | 0,33 | 0,24
mg/L
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Se calculeazd concentratia la starea de echilibru a substantei
medicamentoase, constanta vitezei de eliminare, timpul de
injumatatire prin eliminare, volumul de distributie si clearance-ul.

Lucrarea de laborator Nr. 13.

Simularea eliminarii plasmatice si a excretiei urinare de
SM dupi o doza de bolus intravenos

Scopul lucrarii: investigarea unui proces de ordinul intai prin

simularea eliminarii plasmatice si a excretiei urinare dupd o doza de
bolus ( 1V).

Obiective

1. Studiul diferitor parametri farmacocinetici: volumul aparent de
distributie, timpul de injumatatire, constanta vitezei de
eliminare si clearance-ul.

2. Determinarea parametrilor farmacocinetici din datele de
analizd plasmatica sau urinara.

3. Calculul parametrilor farmacocinetici dupa administrarea unei
doze de bolus intravenos (1V).

Generalitati
Atunci cand o substantd medicamentoasa este administratd sub
formd de injectie a unei solutii sterile, trebuie luate In considerare
cateva aspecte importante:
1. calea de administrare IV asigura patrunderea completd a dozei
in circulatia general;
2. concentratia doritd de substantd medicamentoasa in sdnge este
atinsd rapid;
3. dozele trebuie calculate foarte atent din cauza pericolului de
efecte adverse sau toxice.
Modelul farmacocinetic ca un compartiment deschis reprezinta
organismul ca o singurd unitate cinetic omogena, care nu are nicio
bariera in transportul substantei medicamentoase. De asemenea,
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echilibrul final de distributie intre substanta medicamentoasd din
plasma si alte fluide corporale este atins instantaneu si mentinut tot
timpul. Acest model se aplica doar substantelor medicamentoase care
se distribuie rapid. Concentratia plasmatica a substantei
medicamentoase este reprezentativd pentru concentratia tuturor
tesuturilor corpului. Termenul deschis indica ca intrarea si iesirea sunt
unidirectionale.

Administrare sub forma de bolus intravenos (I1V)

Cand o substantd medicamentoasd, care se distribuie rapid in
organism, este administratda sub forma de bolus (IV), este nevoie
aproximativ de la 1 minut pana la 3 min pentru o circulatie completa;
prin urmare, rata de absorbtie nu este luata in considerare la realizarea
calculelor. In urma administririi unei doze de bolus
intravenos a unei substante medicamentoase, luand in considerare
urmadtoarele ipoteze, se pot obtine parametrii farmacocinetici de baza
ai unei substante medicamentoase:

e este operativ modelul cu un singur compartiment, procesul de
ordinul intai si difuzie pasiva;

e nu are loc metabolismul (se elimina 100% prin excretie renald);

e substanta medicamentoasd este monitorizatd in sange (plasma/ser)
si urina.

Injectie IV K (eliminare)

Doza » | Sange si1 tesut >

Compartimentul central

Ecuatia diferentiald pentru un proces de ordinul intai poate fi redata
prin ecuatie (13.1):
dx
- KX (13.2)
unde dX/dt — viteza variatiel concentratiei unei substante
medicamentoase in timp.
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Aplicand aceastd ecuatie la eliminarea substantei medicamentoase
(cantitdtii) din organism, obtinem:

dA
== —K-A (13.2)

Forma integrata a ecuatiei (13.2) este data de urmatoarea expresie:

A=Ayt (13.3)
InA = InA - K-t (13.4)
IgA = IgAo - 22‘53 (13.5)

unde Ao — cantitatea nemodificatd de substantd medicamentoasa
din organism la momentul zero (t=0). In acelasi timp, Ao — doza de
substanta medicamentoasa administratd intravenos. Atunci cénd
substanta medicamentoasa este monitorizatd in plasmd sau ser,
concentratia (nu masa sau cantitatea) este determinatd de ecuatia
(13.6).

cantitatea de SM (A),(mg,pg) _ é

Concentraga (C) - unitatea de volum (V),(mL, L) v (13'6)
Impartind ecuatia (13.3) la volumul V, se obtine:
2=Zo gkt (13.7)

vV V

Inlocuind ecuatia (13.6) (A/V) = C), ecuatia (13.7) poate fi scrisi ca
ecuatia (13.8):

C=Cye™! (13.8)
INC =InCy - K-t (13.9)
_ Kt

Ecuatia (13.10) poate fi reprezentatd grafic asa cum se arata in
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figura 13.1, din datele concentratiei in functie de timp in coordonate
semilogaritmice (Fig. 13.1).

1000 4
Doza
-— Concentratia initiala din CEI =
—_ ] plasma (Cu) ¥
S 100 P
g
g
S
10 -
1 T T 1
0 80 100 150

Timp (h)

Figura 13.1. Graficul semilogaritmic al dependentei concentratiei
plasmatice a unei substante medicamentoase in functie de timp,
dupai doza de bolus (1V)

Parametri farmacocinetici importanti
1. Timpul de injumatitire (t1)

Timpul de injumatatire prin eliminare uneori este numit ,,timp
de injumatdtire biologic” al unei substante medicamentoase. Dupa
administrarea unei doze, timpul de injumatatire prin eliminare poate fi
definit ca timpul la care echilibrul a fost stabilit si cantitatea de
substantd medicamentoasa nemodificata reprezinta jumatate (50%) din
cantitatea initiald de substantd medicamentoasd. Timpul de

injumatatire poate fi calculat din urmatoarea ecuatie:

0,693
tip= X (13.11)

Alternativ, timpul de Injumatatire prin eliminare poate fi
obtinut din graficul semilogaritmic al dependentei concentratie
plasmatice date, in functie de timp, asa cum este descris in figura 13.2.
Se aleg oricare doud valori ale concentratiei (cititi de pe axa Y a
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graficului concentratia in functie de timp) care sunt la jumdtate una
fatd de cealaltd (adica 100 si 200 wug/mL) si valorile de timp
corespunzatoare (de pe axa X a graficului). Diferenta dintre cele doua
valori de timp reprezintd timpul de Injumatatire a substantei
medicamentoase.

500 '-’,— Intercepta Co

2004+ — — — Panta=-K/2.303

C (pg/mL)

5§88

|}
]
1
T
1
]
1
1
1
!
i
1
't

Timp ()
Figura 13.2. Graficul semilogaritmic al dependentei concentratiei
plasmatice a SM in functie de timp

2. Constanta vitezei de eliminare (K)

Constanta vitezei cu care substanta medicamentoasa se elimina din
organism este cunoscutd sub denumirea de constanta a vitezei de eliminare.
Eliminarea sau excretia substantei medicamentoase din organism este
suma excretiei urinare, metabolismului, excretiei biliare, excretiei pulmonare
etc. Astfel, constanta vitezei de eliminare este o marime aditiva a tuturor
constantelor de viteza. Constanta vitezei de eliminare totald poate fi calculata
cu ajutorul urmétoarelor ecuatii:

-K _ lng—lgcl

Panta = 2303~ t,_t, (13.12)
0,693
K= (13.13)
t1/2

3. Volumul aparent de distributie (Vg)

In plasmi sau ser, de obicei, se determini concentratiile
(cantitatea de substanta medicamentoasa pe unitate de volum) si nu
masa (mg). Prin urmare, este necesar un termen pentru a lega
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concentratia masuratd (C) la un moment dat cu masa substantei
medicamentoase (A) la acel moment. Acest termen este definit ca
volumul aparent de distributie (Vq4) si este masura gradului de
distributie a substantei medicamentoase Tn compartiment. Este definit
ca volumul ipotetic de lichid corporal in care este dizolvatd sau
distribuitd o substantd medicamentoasa.

De luat in considerare ca volumul aparent de distributie (V)
este pur si simplu o constanta de proportionalitate al carei scop este de
a raporta concentratia plasmatica (C) si masa unui medicament (A) din
organism la un moment dat. Nu este un volum fiziologic. Pentru a
determina volumul aparent de distributiec a unei substante
medicamentoase, este necesar sa existe date privind concentratia
plasmaticd/sericd in functie de timp. Din ecuatia (13.6), C = A/Vy,
determinam Vy:

_ A

TG

unde: (A - cantitatea de substantd medicamentoasa la timpul t;

V - volumul aparent de distributie si (C;) - concentratia plasmatica la
timpul t. Daca t= 0, ecuatia (13.14) poate fi scrisa ca ec. (13.15):

Vy= 20 - Doz (13.15)

Co Co

unde: Ay — doza administratd de medicament, (Cg) — concentratia

plasmatica la momentul t=0.

Ecuatia (13.15) permite determinarea volumului aparent de

distributie a wunei substante medicamentoase din cunoscand

Vg (13.14)

concentratia initiale in plasma sau ser (Cop) si doza administrata. Este
important de retinut ca volumul aparent de distributie este o constanta
pentru o anumitd substantd medicamentoasa si este independentad de
doza administratda si de calea de administrare a substantei
medicamentoase.
4. Clearance-ul (Cl)

Clearance-ul este cel mai important parametru in aplicatiile
clinice ale substantei medicamentoase si este important in evaluarea
mecanismului prin care o substantd medicamentoasa este eliminata de
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catre intregul organism sau de citre un anumit organ. Este definit ca
volumul teoretic de lichid corporal ce contine substanta
medicamentoasa si care este eliminat complet intr-o perioada data de
timp. Clearance-ul pentru o substantd medicamentoasa este constant
daca substanta medicamentoasa este eliminata prin cinetica de ordinul
intdi. Din punct de vedere matematic, clearance-ul (L/hr) este
produsul dintre constanta vitezei de eliminare de ordinul intai (K) si
volumul aparent de distributie (Vg). Prin urmare:

_ viteza de eliminare _ dA/dt
Clerance-ul= Concentratia plasmaticiaSM =~ C (13.16
Tnlocuind dA/dt = K-A in ecuatia de mai sus, obtinem:
KA
Cl= T (13.17)
Deoarece A/C = Vy, ecuatia (13.17) poate fi scrisa astfel:
Cl=K-Vy4 (13.18)

5. Aria totala de sub curba

Aria totala de sub curba (ASC) reprezinta aria totala integrata
sub profilul nivelului plasmatic al concentratiei in timp si exprima
cantitatea totald de substantd medicamentoasd care intrd in circulatia
sanguind dupd administrare. Cand o substantd medicamentoasd este
administratd ca bolus (IV) si scaderea concentratiei plasmatice
extrapolate (C) este monoexponentiald, ASC totala poate fi calculata
prin Tmpartirea concentratiei extrapolate (C) la timpul zero la
constanta vitezei de eliminare a SM.

C
ASC = 7" (13.19)
6. Calcularea constantei vitezei de eliminare (K) din datele de
excretie urinara
Constanta vitezei de eliminare K poate fi calculata si din datele
de excretie urinara folosind metoda vitezei de excretie. In acest calcul

se presupune ca viteza de excretie a substantei medicamentoase este
de ordinul Tntai. Termenul K, este constanta vitezei de excretie renala
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si A este cantitatea de medicament excretata in urina.
Acest proces poate fi descris cu urmatoarea ecuatie diferentiala:
dA,
rrale K, A (13.20)
unde: dA,/dt - viteza de excretie; A - cantitatea de substanta
medicamentoasa din organism si K, - constanta vitezei de excretie.
Inlocuind (A) din ecuatia (13.3) in ecuatia (13.20), se obtine:
dA,

= Ku'Ao - e Kt (13.21)
Forma logaritmica a ecuatiei (13.21) este urmatoarea:
dA, _ Kt
lg —==19(Ky-Ao) — 5353 (13.22)

Daca reprezentam 1n forma semilogaritmica dependenta vitezei de
excretie in functie de timpul mediu (t*), (Fig. 13.3), panta dreptei va
permite determinarea constantei vitezei de eliminare (K); intercepta pe
axa Y va reprezenta viteza initiala de excretie (K, -Ag). Astfel,
cunoscand valoarea interceptei (mg/h) si doza administrata (mg), se
poate determina constanta vitezei de excretie (Ky).

1000 4 . Intercepta= (KuAo)
100

Panta=-K/2.303

0 1 2 3 a 5
Timp (h) t*

Viteza de excretie a SM (mg/h) Auw/t

Figura 13.3. Grafic semilogaritmic al vitezei de excretie in

dependenta de timpul mediu t*
In practica, ecuatia (13.22) devine:

t* *

Ig d:t“ =1g( K, - Ag) — 2';% (13.23)
unde: dA% /dt — viteza medie de excretie; t* - timpul mediu dintre
colectarea urinei; K, - constanta vitezei de excretie si Ag - doza.

Ambele ecuatii (13.22) si (13.23) sugereaza ca viteza de excretie
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a unei substante medicamentoase scade monoexponential cu timpul,
asa cum se aratd in figura 13.3. Timpul de injumatatire prin eliminare
(t12), constanta vitezei de eliminare (K) si constanta vitezei de excretie
(Ky) pot fi determinate din graficul semilogaritmic al vitezei de
excretie In dependenta de timpul mediu t*.

Principiul metodei

Printr-un aranjament de pahare si un rezervor de apa cu
presiune constanta, este posibila simularea concentratiilor de substanta
medicamentoasa in plasma si in urind dupa administrarea de bolus IV.
Fluxul constant de apa prin sistem, determind o dilutie de ordinul intai
a markerului, permanganatului de potasiu. Concentratiile markerului
pot fi determinate spectrofotometric la Aymax = 540 nm, prin prelevarea
periodicd a probelor de apa din compartimentul pentru plasma (P) si
din compartimentul (U) pentru urind. Parametrii farmacocinetici ai
sistemului pot fi determinati prin analiza datelor obtinute.

Din graficul dependentei concentratiei plasmatice in functie de
timp reprezentat in forma semilogaritmica se pot determina urmatorii
parametrii: constanta vitezei de eliminare, timpul de injumatatire prin
eliminare, concentratia plasmatica la momentul zero (Co), volumul de
distributie, clearance-ul si aria de sub curba.

Figura 13.4. Schema instalatiei pentru simularea dozei de bolus
(1V) pentru un model monocompartimental deschis
P - compartimentul pentru plasma si U - compartimentul pentru
urina, W - rezervorul de apa
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Din graficul vitezei de excretie In functie de timp, reprezentat in

forma semilogaritmicd, poate fi determinatd constanta vitezei de
excretie si timpul de injumatatire prin eliminare, iar parametrii vitezei
de eliminare sunt constanti.

Rechizite

1. Cunoasterea diferitor parametri farmacocinetici.
2. Cunoasterea teoretica a reactiilor de ordinul Intai.

Materiale si reagenti chimici

1.

Vesela: pahare (400 mL), cilindru de masurare, pipete gradate (2,
5, 10 mL), pipeta Pasteur (5 mL), eprubete, baloane cotate (25,
100 mL).

Reagenti chimici: permanganat de potasiu.

Echipamente: spectrofotometru UV-VIS, balanta analitica,
calculator, cronometru, agitator magnetic.

Mod de lucru

1.

4.

Se prepara solutie de 100 ug/mL de permanganat de potasiu in apd
distilata — solutia stoc. Din solutia stoc, Tn baloane cotate cu
volumul de 25 mL se pregatesc solutiile de lucru cu urmatoarele
concentratii 10, 20, 40, 60, 80 si 100 wug/mL. Se masoara
absorbanta fiecarei solutii la 540 nm. Se utilizeaza apa distilata ca
probd martor. Se traseaza curba de etalonare utilizand MS Excel si
se Tnregistreaza intercepta si panta.

Se identifica si se marcheazd in instalatie compartimentul pentru
plasma si urind. Se asigurd ca rezervorul de apa (W) e plin. Se
porneste agitatorul din paharul pentru plasmad si se ajusteaza
pentru o amestecare blanda. Se stabileste un debit de 20 (15-25)
mL/min.

Se colecteaza probe de plasma la 2,5, 7,5, 12,5, 17,5, 22,5, 27,5,
32,5, 37,5, 45 si 55 min si probe de urina la 5, 10, 15, 20, 25, 30,
35, 40, 50 si 60 min dupa administrarea dozei. Se aranjeaza si se
eticheteaza eprubetele pentru fiecare mostra.

Se ,injecteazd” in paharul pentru plasma (P) o ,doza” de
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10.

11.

permanganat de potasiu (15 picéturi de solutie saturatd sub forma
de bolus), se pune un pahar gol (U) in pozitia pentru a colecta
proba de urina. Se utilizeaza apa distilata ca proba etalon. Se ia o
proba de 5 mL folosind o pipetad Pasteur. Doza injectatd poate fi
determinatd luand acelasi volum ca si cel injectat in pahar, diluand
pana la 250 mL. si se masoara absorbanta. O doza de aproximativ
15 picaturi (solutie de permanganat de potasiu saturat) ar trebui
consideratd egala cu 250 mg. Astfel, absorbanta masuratad
corespunde solutiei de un 1 mg/mL.
Se colecteazd cu pipeta 5 mL proba de plasma la timpurile
indicate. Nu se clateste pipeta intre preluarea mostrelor.
La fiecare moment pentru colectarea urinei, se inlocuieste paharul
cu un pahar gol. Se madsoard volumele colectate, se amesteca
continutul paharului pentru a obtine o solutie omogena si se ia o
proba de 5 mL pentru analiza.
Se masoard spectrofotometric fiecare proba la A = 540 nm. Este
posibil ca probele timpurii sa necesite o dilutie pentru a obtine
absorbanta sub o unitate. Se aplica acest factor de dilutie in analiza
rezultatelor.
Se traseaza dependenta grafica a concentratiei plasmatice (C) in
functie de timp in forma semilogaritmica. Se calculeaza K din
panta si ty, din K.
Se calculeaza volumul aparent de distributie folosind Coy si doza
aplicata.
Se reprezenta grafic viteza de excretie (dA,/dt) in functie de timp
(t*) sub forma semilogaritmica si se calculeaza K.
Se reprezintd grafic viteza de excretie (dAy/dt) fata de C
(concentratia plasmatica la mijlocul timpului de colectare a
urinei). Se masoara clearance-ul ca panta acestei linii.

Tabelul 13.1. Date pentru curba de etalonare

Concentratia, #g/mL Absorbanta, . = 540 nm

10

20

40
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60

80

100

Parametru

Valoarea

Panta

Intercepta

Tabelul 13.2. Dependenta concentratiei permanganatului
de potasiu in plasma in functie de timp

Date plasmatice

Factorul de

Timpul, min dilutie

Absorbanta, | Concentratia,

A =540 nm

mg/mL

2,5

7,5

12,5

17,5

22,5

27,5

32,5

37,5

45

55

Tabelul 13.3. Dependenta concentratiei permanganatului
de potasiu in urina in functie de timp

Intervalul de| 0-5 | 5- | 10-
colectare a 10 | 15
urinei, min

15- | 20- | 25-
20 25 30

30- | 35- | 40 | 50-
35 40 - 60
50

Timpul (t), 5 10 | 15
min

20 | 25 | 30

35 | 40 |50 | 60

Intervalul 5 5 5
de timp (dt)

5 5 |10 | 10

Conc.n
urina,
mg/mL

Volumul
urinei
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colectate,
mL

Cantitatea
de SM din
urina (Ay),
mg

Suma
cumulata
excretata

Ay, mg

AA/dt
(mg/h)

t’, punct de

. " | 25 | 75 | 125 | 175 | 225 | 275 | 325 | 375 | 45 | 55
mijloc, min

C, punct de
mijloc,
mg/mL

Calcule

1. Concentratia de permanganat de potasiu in plasma si in urina
Se reprezentd graficul absorbantei in functie de concentratia
KMnQy; si se determina panta si intercepta.

y=mx+c¢
unde: y - absorbantd, m - pantd, X - concentratia (ug/mL),
c— intercepta.

2. Factorul de dilutie

Factorul de dilutie = volumul probei diluate (mL)/ volumul probei
indepartate (mL)

3. Timpul de injumatitire prin eliminare (ti)

Se traseazd graficul concentratiei plasmatice (C) in functie de
timp (t) in forma semilogaritmica si se determind prin metoda grafica
timpul de injumatatire. Alternativ, se reprezenta graficul vitezei de
excretie (dA,/dt) in functie de timp (t*) in forma semilogaritmica si se
determind timpul de injumatatire.

4, Constanta vitezei de eliminare (K)
Constanta vitezei de eliminare poate fi determinata folosind
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urmatoarea formula pentru datele plasmatice si urinare.
K = 0,693
t1/2
Alternativ, atat pentru datele plasmatice, cat si pentru cele
urinare, se reprezenta graficele concentratiei plasmatice C in functie
de timp (t) si viteza de excretie (dA,/dt) in functie de timp (t*) in
forma semilogaritmica si se determind panta liniei.
-K __ 1gC,-1gCq

(13.24)

Panta = 2303 t,—t, (13.25)
(p/u datele plasmatice)
Panta = —K _ 1g(Ay/t2)—1g(Ay/t1) (13.26)

2,303 t—t}
(p/u datele urinare)
5. Concentratia plasmatica la timpul zero (Co)
Concentratia plasmaticd la momentul zero poate fi determinata
prin extrapolarea inversa (adica, interceptarea axei Y) la scaderea
concentratiei plasmatice.
6. Volumul de distributie (V)
Va= ‘:—(‘)’ = D(‘:’—za (13.27)
7. Clearance (Cl)
Clearance-ul poate fi determinat folosind urmatoarea formula:
Cl=K-Vy4 (13.28)
Se traseaza graficul vitezei de excretie (dA/dt) fatd de C
(concentratia plasmatica la mijlocul timpul de colectare a urinei). Se
determina clearance-ul ca panta dreptei.
Aria de sub curba
Se determind aria de sub curba (ASC) utilizdnd urmatoarea
formula:

ASC = %"(13.27) (13.29)

8. Constanta vitezei de excretie (K,)
Se determina intercepta pe axa Y din graficul semilogaritmic
al vitezei de excretie (dA,/dt) in functie de timp (t¥).
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intercepta = Ky Ag
Ky = intercepta /doza

Rezultate

Diferitii parametri farmacocinetici ai analizelor plasmatice si

datele despre excretia urinara a permanganatului de potasiu se
prezenta n tabelul 13.4.

Tabelul 13.4. Date pentru diferiti parametri farmacocinetici din

analize plasmatice si urinare

Nr.

Parametru Analize Analize
plasmatice urinare

Timpul de injumatatire (t1/,)

Constanta de eliminare (K) -

Constanta de excretie (K) -

Aria de sub curba (ASC) -

Volumul de distributie (Vg) -

OO D W DN

Clerance-ul (ClI) -

Deduceti concluzii

1.

Aplicatii

Metoda neinvaziva de determinare a parametrilor farmacocinetici
in cazul cand substanta medicamentoasd urmeaza cinetica
reactiilor de ordinul intai.

Studiul farmacocinetic poate fi bine Inteles prin simularea
procesului de ordinul intai folosind aranjarea simpld a paharelor
conform schemei din figura 13.4.

Pot fi estimati toti parametrii farmacocinetici prin generarea
datelor din plasma si urina din acest experiment.

Sarcini pentru evaluare si autoevaluare

1.
2.
3.

Explicati metoda de calcul al concentratiei de SM in plasma.
Explicati metoda de calcul al volumului aparent de distributie.
Descrieti semnificatia volumului aparent de distributie.
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4. Determinati prin metoda grafica timpul de injumatatire si
constanta vitezei de eliminare.
5. Definiti notiunea de clerance.
6. Explicati metoda de calcul al clerance-ului in baza volumului de
distributie.

7. Evaluati prin ce se deosebesc constanta vitezei de eliminare si
constanta vitezei de excretie.

Exercitiu

Tabelul 13.5. Datele plasmatice si urinare obtinute dupi o
doza de bolus de 50 mg de substantd medicamentoasa

Datele plasmatice

Datele urinare

Timpul, | Concentratia, | Intervalul | Volumul | Concentratia
h mg/L de timp de urina, de

pentru mL medicament

colectare, transferata in

h urini, mg/L
1H 2 0-2 120 133
3 1,13 2-4 180 50
5 0,70 4-6 89 63
7 0,43 6-8 340 10
10 0,20 8-12 178 18
18 0,025 12-24 950 2

Sa se determine ASC, timpul de injumatatire, constanta vitezei
de eliminare, constanta vitezei de excretie si volumul de distributie.

131




Biofarmacia si farmacocinetica

Lucrarea de laborator Nr.14.
Calcularea diversilor parametri farmacocinetici dupa
injectia cu bolus intravenos

Scopul lucrérii: calcularea diversilor parametri farmacocinetici in
functie de datele obtinute la analiza de sange, dupd introducerea
injectiei de bolus intravenos (model moncompartimental).

Nota!

In medicind, un bolus (din latini: bolus, minge) este
administrarea unei cantitati discrete de medicatie intr-un anumit
interval de timp, in general in inetrvalul 1-30 min, pentru a creste
concentratia in sange la o dozd eficientd. Administrarea poate fi
efectuata prin injectare: intravenos, intramuscular, subcutanat, prin
inhalare cu doza sau oral.

Obiective

A intelege calculul diferitor parametri farmacocinetici dupa
administrarea  unui  bolus IV  (intra-venos) intr-un sistem
monocompartimental cu cinetica de eliminare dupa ordinul intai.

Date experimentale si sarcini
Datele concentratiei plasmatice obtinute dupd administrarea
unei doze de bolus (IV) de 184 mg de ceftriaxona (un antibiotic
semisintetic din clasa cefalosporinelor) la un nou-nascut sunt rezumate
n tabelul 14.1.
Tabelul 14.1. Datele variatiei concentratiei ceftriaxonei in
functie de timp

Timp, h 1 6 12 24 48 72 9 | 144

Conc., 137 | 120 | 103 | 76 | 42 23 12 4
mg/L

1. In baza datelor din tabelul 14.1 se construieste un grafic
semilogaritmic (https://www.statology.org/semi-log-graph-
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excel/) si se estimeaza timpul de injumatatire a substantei

medicamentoase.

2. Se estimeaza ASC-ul total.

3. Se calculeaza volumul de distributie.
4. Se calculeaza clearance-ul total
Rezolvare

Nota! Dependenta concentratiei fatd de timp reprezentd o curba,

ceea ce face dificild calcularea pantei si, prin urmare, se utilizeaza
graficul semilogaritmic, care confera liniaritate si face usoard si
precisa calcularea parametrilor farmacocinetici (a se consulta figura

14.1).
1. Construirea graficului semilogaritmic
a. Se construeste graficul semilogaritmic, luand in considerare ca
datele de eliminare a SM urmeaza cinetica reactiilor de ordinul
ntai.
b. Conform datelor oferite, se selecteaza numarul de cicluri in
forma semilogaritmica.
c. Se construieste graficul dependentei concentratiei in functie de
timp.
d. Se marcheazd concentratia pentru timpul respectiv pe graficul
semilogaritmic.
e. Se traseaza o linie dreapta pana la axa Y, astfel incat sa acopere
maximul de puncte ale fazei de eliminare.
Interceptarea pe axa Y este egald cu concentratia Co.
g. Se determina panta liniei si se calculeazd constanta vitezei de

eliminare.

2. Timpul de injumatitire la eliminarea SM
a. Pe axa Y aproape de faza de eliminare se selecteaza concentratia

b.

initiala ca (C, 20). Din acel punct se traseaza o linie dreapta care

intersecteaza linia grafica (a se consultd figura 14.2). Acest punct
ar fi primul punct de intersectie. Din punctul intersectat se traseaza
linie dreapta perpendiculara pe axa X si se obtine timpul (ty).

Pe axa Y se traseazd o a doua dreaptd din jumatatea concentratiei
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initiale (C, 10) care intersecteaza linia trasatd. Acesta va fi al
doilea punct de intersectie. Din acel punct se traseaza
perpendiculara pe axa X si se obtine timpul (t2).

c. Se calculeaza timpul de injumatatire prin calcularea diferentei t,.t;.

160 Grafic regulat WE== (uficsenil garitmic  ——
w
i1 #— Intercepta Co
100 4
" E
1w E —
; : -
i@ s
y =
" =M.i.h¢m—l@l£‘|
— 1303 L=t
m hd
0 . . . |
0 50 100 150
Timp (1) ° 0 Tmpu 100 1%
(a) (b)

Figura 14.1. Grafic regulat (a) si semilogaritmic (b) al dependentei
concentratiilor plasmatice n functie de timp

Conc. (mgL)
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) /
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Figura 14.2. Graficul semilogaritmic al dependentei concentratiei
plasmatice fata de timp pentru determinarea timpului de
injumatatire
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1. Constanta vitezei de eliminare
Constanta vitezei de eliminare se calculeaza folosind panta liniei:

IgC,-1gCy (14.1)

Panta =

2 1
= - (panta - 2,303) (14.2)
2. Timpul de injumatitire la eliminarea SM
Se calculeaza timpul de injumatatire la eliminare utilizand
formula (14.3). Alternativ, timpul de injumatatire poate fi determinat
grafic (Fig. 14.2).

0,693
typ=—— (14.3)

K
3. Ariade sub curbi (ASC)
Folosind concentratia la timpul zero, ASC poate fi calculat dupa

ecuatia urmdtoare (intercepta de pe axa Y este concentratia Co ).
— Co

ASCo.c0=—- (14.4)
4. Clearance-ul Se calculeaza clearance-ul utilizand ecuatia (14.5)
Cl = K-Vq4 (14.5)

Rezultate
Din datele concentratiei plasmatice pentru ceftriaxond se
calculeaza parametrii farmacocinetici si se completeaza tabelul 14.2.

Tabelul 14.2. Datele pentru parametrii farmacocinetici

calculati
Nr. Parametrul Valoarea
1 Timpul de Injumatatire
biologic
2 Constanta vitezei
de eliminare
3 ASC total
4 Volumul de distributie
5 Clerance-ul

Deduceti concluzii
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Aplicatii
1. Se pot estima diferiti parametri farmacocinetici.
2. Parametrii farmacocinetici sunt foarte utili pentru calcularea
dozei de medicament nou.
2. Poate fi realizat studiul de bioechivalenta in baza datelor
plasmatice ale diferitor marci comerciale.

Sarcini pentru evaluare si autoevaluare

1. Explicati care parametri farmacocinetici pot fi determinati din
graficul semilogaritmic al concentratiei plasmatice in functie de
timp.

2. Explicati cum poate fi calculata ASC atunci cand se
administreaza doza de bolus (1V).

Exercitii

1. Datele concentratiei plasmatice obtinute dupa o doza de bolus de
500 mg de feniletilmalonida, (un metabolit al medicamentului
antiepileptic) sunt prezentate in tabelul 14.3.

Tabelul 14.3. Datele variatiei concentratiei feniletilmalonidei n
functie de timp

Timp, h 033 | 05 0,67 | 1,5 2 4 6 10 | 16 | 24 | 32 | 48

Conc., 14,7 | 12,6 11 9 | 82|79 |66 62|46 |32]|23]|1.2
mg/L

a. Se construieste un grafic semilogaritmic si se estimeaza timpul
de injumatatire al substantei medicamentoase.

b. Se estimeaza ASC-ul total.

c. Se calculeaza volumul de distributie.

d. Se calculeaza clearance-ul total.

2. Datele prezentate in tabelul 14.4 reprezinta concentratiile
plasmatice de cocaina in functie de timp dupa administrarea unui
bolus IV de 33 mg de clorhidrat de cocaina. (Masa molara a
clorhidratului de cocaina este de 340 g/mol, masa molard a cocainei
este de 303 g/mol).
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Tabelul 14.4 Datele variatiei concentratiei cocainei in functie de
timp

Timp, h 0,16 | 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0

Conc.,, mg/L | 170 | 122 74 45 28 17 10

a. Se construieste un grafic semilogaritmic si se estimeaza timpul
de injumatatire a substantei medicamentoase.
Se estimeaza ASC-ul total.
Se calculeaza volumul de distributie.

d. Se calculeaza clearance-ul total.

3. Profilul concentratiei plasmatice dupa o singurda doza de 600 mg
ampicilina aplicata IV la un adult este prezentata in tabelul 14.5.

Tabelul 14.5. Datele variatiei concentratiei ampicilinei n functie

de timp
Timp, h 1 2 3 5
Conc., mg/L 37 21,5 12,5 4,5

a. Se construieste un grafic semilogaritmic si se estimeaza timpul
de injumatatire a substantei medicamentoase.
Se estimeaza ASC-ul total.
Se calculeaza volumul de distributie.

d. Se calculeaza clearance-ul total.
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Lucrarea de laborator Nr. 15.

Calcularea constantelor de viteza a excretiei urinare si a
constantelor de eliminare

Scopul lucrarii: calcularea constantei vitezei de excretie urinard K, si
constantei vitezei de eliminare K din datele prezentate.

Obiective

1. Insusirea metodei de calcul al vitezei de excretie (K,) sia metodei
»sigma minus” pentru calcularea constantei vitezei de eliminare
(K).

2. Calcularea K si K, din datele prezentate.

Generalitati

Un studiu efectuat pe baza excretiei urinare pentru evaluarea
substantel medicamentoase netransformata este direct proportionald cu
concentratia plasmaticd a substantei medicamentoase. Astfel, chiar
dacd o substantd medicamentoasd este excretatd partial n urina,
biodisponibilitatea SM poate fi determinatd. Studiul este deosebit de
util pentru substantele medicamentoase excretate in mare masura
netransformate (nemetabolizate).

Ca exemplu servesc anumite diuretice tiazidice, sulfonamide
si substante medicamentoase care au actiune asupra urinei, de ex.,
antiseptice urinare, cum ar fi Nitrofurantoina si Hexamina.

Existd doua metode care ne permit sa calculam unii parametri
farmacocinetici din datele de excretie urinara:

e metoda de calcul al vitezei de excretie a SM
e metoda de determinare a ,cantititii de SM ce ramane de
excretat”, cunoscutd si sub denumirea de metoda ,,sigma-
minus”.
Metoda vitezei de excretie

Constanta vitezei de eliminare K poate fi calculata si din datele

de excretie urinard prin utilizarea metodei de calcul al vitezei de
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excretiei. In acest calcul, viteza de excretic a substantei
medicamentoase se presupune a fi de ordinul Tntai. Termenul K,
reprezintd constanta excretiei renale si A, — cantitatea de substantd
medicamentoasa excretata in urina.

In urma ecuatiei diferentiale se descrie procesul:

dA,
=K, A (15.1)

unde: dA,/dt - viteza de excretie; A - cantitatea de substantd

medicamentoasa din organism; K - constanta vitezei de excretie.
dA,

- Ku' Ao e Kt (15.2)
Forma logaritmica a ecuatiei devine:
dA K-t
lg— =19 (Ky - Ag) — 2303 (15.3)

Daca viteza de excretie este reprezentata grafic (Fig. 15.1) n
dependenta de timpul mediu (punctul mijlociu al perioadei de
colectare) (t*), in forma semilogaritmica, panta va permite
determinarea constantei vitezei de eliminare (K), iar intercepta Y va
reprezenta viteza initiald a excretiei (K, - Ao ). Din datele despre
valoarea interceptei (mg/h) si doza administrata (mg) Se poate
determina constanta vitezei de excretie (K).

O . Intercepta= (KuAu)

=

&0

g 100

E"’

w

=

2 0 Panta=-K/2.303

L]

c

=

@

L*)

]

= 1 T T T T 1
é 0 1 2 3 4 ]

Timp (b) t*

Figura 15.1. Grafic semilogaritmic al vitezei de excretie in functie
de timpul mediu t*
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Metoda datd tinde sa dea o supraestimare a interceptei.
Supraestimarea poate fi minimizatd prin colectarea mai frecventa a
probelor de urina. in practica, ecuatia (15.3) devine:

t* *

I = 19K, - Ag) — pots (15.4)
unde: dA, /dt - viteza medie a excretiei; t* - timpul mediu dintre
colectarea urinei; K, - constanta vitezei de excretie; Ag - doza.

Ambele ecuatii (15.3) si (15.44) indica ca viteza de excretie a

unei substante medicamentoase scade monoexponential cu timpul, asa
cum se aratd in figura 15.1.

Timpul de injumatatire la eliminare (ty;2), constanta vitezei de
eliminare (K) si constanta vitezei de excretie (K,) pot fi determinate
din graficul semilogaritmic al vitezei de excretie fata de timpul mediu
t*.

Metoda Sigma-minus/cantitatea ramasi pentru a fi excretata
(ARE)

Cantitatea de subtantd medicamentoasd netransformata
determinatd in urina poate fi exprimatd in functie de timp prin ecuatia
(15.5):

Ay= A"TK (1 — e Kt (15.5)

unde: Ay— cantitatea cumulata de subtanta medicamentoasa excretatd
in urind la momentul t; Ay — doza administratd de subtantd
medicamentoasa; K— constanta vitezei de eliminare; K, — constanta
vitezei de excretie. Cantitatea de substanta medicamentoasa
nemodificatd excretata in urind, Aj;, poate fi determinatd daca timpul
t este egal cu t,. Astfel, termenul e Xt tinde spre zero, iar ecuatia
este redusa la ecuatia (15.6):

Ay = (15.6)
Substituind A, pentru termenul (KA o) / K in ecuatia (15.5)

obtinem:

A, =AY -(1—eKY (15.7)
A, = A2 —AT - e Kt (15.8)
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AP — A, = A% -e Kt (15.9)
Ecuatia (15.9) poate fi scrisd in forma logaritmica pentru a
obtine o ecuatie liniara (15.10):
Kt

l9(A% — Aw)= 19A% — 3302 (15.10)

Graficul dependentei [A5 - Ay] (adica cantitatea de substanta
medicamentoasa care ramane de excretat (ARE)) in functie de timp
(t*) (punctul mediu (de mijloc) al perioadei de colectare)) in
coordonatele semilogaritmice prezinta o linie dreapta.

Panta liniei permite determinarea constantei vitezei de eliminare
(K) si intercepta reprezintd cantitatea cumulatd de substantd
medicamentoasa excretatd in urina la timpul infinit (A3 ), care Tn acest

caz nu este egald cu doza administrata. Figura 15.2 reprezinta graficul
dependentei semilogaritmice a [Ay - A,] in functie de timpul mediu.

1000 I=—e——Intercept = ¢V
.

-K
—— Slope = —
(o0 ~ 2303

'Au

/

A

10 v v Y "
0 1 2 3 4

Timp (h)

Figura 15.2. Graficul dependentei semilogaritmice a ARE n
functie de timpul mediu t*

Limitéarile metodei Sigma-minus/ cantititii rimase pentru
excretie (ARE)
1. Probele de urinad trebuie colectate pana in momentul in care,
practic, in urina nu apare niciun preparat suplimentar.
2. Nu se pot pierde probe de urina sau urina din probele utilizate la
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determinarea A, (trebuie cunoscut volumul exact de urind la
fiecare interval de timp).

3. Aceasta este 0o metodd care consuma timp pentru o substantd
medicamentoasa cu un timp de injumatitire lung la eliminare
(t).

4. Exista o acumulare cumulativa de eroare.

Date pentru calcule teoretice

O doza unica de antibiotic a fost administrata unei femei de 50
kg in raport de 20 mg/kg (50 - 20 = 1000 mg doza). Probele de urina
au fost prelevate periodic si analizate pentru o substantd

medicamentoasd de baza. Datele obtinute sunt prezentate in tabelul
15.1.

Tabelul 15.1. Dependenta dozei de SM in probele de urina in
functie de timp

Timp, h 0,25 0,5 1 2 4 6

Au, mg 160 140 200 250 188 46

Se calculeaza constanta vitezei de excretie urinard K, si
constanta vitezei de eliminare K.

1. Metoda vitezei de excretie
1. Se construieste tabelul pentru determinarea vitezei de excretie.
2. Se construieste graficul semilogaritmic al dependentei vitezei
de excretie Tn functie de timpul mediu al perioadei de colectare
a urinei.
3. Se determina panta liniei.

e

Se determina timpul de Injumatatire prin eliminare.

5. Se determind constanta totald a vitezei de eliminare (K) din
timpul de injumatatire prin eliminare.

6. Se determind viteza de excretie urinara (K,) din grafic (la

interceptarea Y = 1g K- Ao)
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2. Metoda Sigma-minus

1.

Se construieste tabelul pentru calculul cantitatii cumulative de
substantd medicamentoasd excretata si cantitatea ramasd pentru
a fi excretata.

Se construieste graficul dependentei cantitatii ramase de
substantd medicamentoasd pentru excretare in scara
semilogaritmica Tn functie de timpul mediu de colectare al
urinei (t*).

Se determina panta liniei.

Se determina prin metoda grafica timpul de injumatatire prin
eliminare.

Se determind constanta totala a vitezei de eliminare (K) din
timpul de injumatatire prin eliminare.

Tabelul 15.2. Datele obtinute prin metoda vitezei de excretie

Timpul Punctul Interval dA, Vitza de
de intermediar al de timp | (cantitate | excretie
colectare perioadei de (dt) excretata) | AA,/dt,
a urinii, | colectare a urinei pentru (mg) (mg/h)
h t*, h recoltarea
probelor
de urina
0,25 0,125 (0,25/2) 0,25 160
0,5 0,375 0,25 140
(0,125+0,250)
1 0,750 (0,25 +0,5) 0,5 200
2 1,50 (0,5+1.0) 1 250
4 3(1+2) 2 188
6 5 (2+3) 2 46

Tabelul 15.3. Datele obtinute prin metoda Sigma-minus

Timpul de | A, (cantitate Punctul Cantitatea | Ay - A,
colectare excretatda), | intermediar al | cumilativa
a urinii, h (mg) perioadei de (Au), mg

colectare a

urinei t*, h
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0,25 160 0,125
0,5 140 0,375
1 200 0,750
2 250 1,50
4 188 3
5 46 5
Calcule

1. Constanta vitezei de eliminare (viteza determinata prin
metoda de excretie si prin metoda Sigma-minus)

Se determind constanta vitezei de eliminare din timpul de
injumatatire sau folosind panta de linie (ec. (15.11)). Se calculeaza
panta liniei din grafic, fie prin selectarea a doud puncte din graficul
datelor prezentate.

K
Panta= —— (15.11)
2,303

De asemenea, se calculeaza viteza de eliminare din ti; obtinutd din

grafic.

0,693
L= X (15.12)

2. Constanta vitezei de excretie (Ky) prin utilizarea metodei ratei
excretiei

Se construeste in formd semilogaritmicd graficul dependentei
vitezei de excretie n functie de timpul mediu al perioadei de colectare
a urinei. Se determind intercepta (Ao-K,) extrapoland linia pe axa Y.
Se foloseste urmatoarea formuld pentru a determina constanta vitezei

de excretie:
_ Intercepta __ Intercepta

Ky = =

Ay Doza

(15.13)
Rezultate
Diversi parametri farmacocinetici calculati in baza datelor

analizei urinei sunt prezentati in tabelul 15.4.
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Tabelul 15.4. Valoarea parametrilor farmacocinetici calculati prin
metodele vitezei de excretie si Sigma-minus

Nr. ) .. . | Metoda vitezeli Metoda
Parametri farmacocinetici ) ) .
de excretie Sigma-Minus
1 Constanta vitezei de
eliminare (K)
2 Constant vitezei de excretie
(Ku)
3 Timpul de injumatatire la
eliminare

Deduceti concluzii

Aplicatii
1. Poate fi determinata constanta vitezei de excretie.
2. Se oferd o metoda alternativa neinvaziva.

Sarcini pentru evaluare si autoevaluare
1. Definiti notiunea de constanta a vitezei de excretie.
2. Explicati prin ce metoda se pot calcula parametrii

farmacocinetici din datele de excretie urinara.

Exercitii
1. Datele de excretie urinara dupa doza bolus (IV) de 80 mg de
substanta medicamentoasa sunt prezentate in tabelul 15.5.

Tabelul 15.5. Datele excretiei urinare a SM in functie de timp

Timpul de colectare a | 1 2 3 4 5 6 12
urinii, h

Cantitatea exercitata, | 40 | 20 10 5 25 | 1,25 | 1,25
mg

Se calculeaza:
a) constanta vitezei de eliminare;
b) constanta vitezei de excretie;
c) timpul de injumatatire la eliminare.
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2. Datele de excretie urinara dupa doza de bolus (IV) de 50 mg de
substantd medicamentoasa sunt prezentate in tabelul 15.6.

Tabelul 15.6. Datele excretiei urinare a SM in functie de timp

Timpul de colectare a| 2 4 6 8 12 24
urinii, h

Cantitatea exercitati, mg 16 9 5,6 3,4 3,2 19

Se calculeaza:
a) constanta vitezei de eliminare;
b) constanta vitezei de excretie;
c) timpul de injumatatire la eliminare

3. Datele de excretie urinara dupa doza de bolus (V) de 1000 mg de
substanta medicamentoasa sunt prezentate in tabelul 15.7.

Tabelul 15.7. Datele excretiei urinare a SM in functie de timp

Timpul de colectare 3 6 9 12 15 24 | 48
a urinii, h

Cantitatea 534 | 436 | 181 | 139 | 110 | 202 | 195
exercitata, mg

Se calculeaza:
a) constanta vitezei de eliminare;
b) constanta vitezei de excretie;
c) timpul de injumatatire la eliminare.
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Lucrarea de laborator Nr. 16.

Calcularea ariei de sub curba dependentei concentratiei
plasmatice in functie de timp dupi regula trapezoidali

Scopul lucrarii: calcularea ariei de sub curba (ASC) dupa regula
trapezoidald pentru o baza de date prezentata.

Obiective:
1. insusirea metodei de calcul al ariei de sub curba folosind
regula trapezoidala.
2. Intelegerea importantei ASC pentru diverse studii.

Generalitati

Aria de sub curba reprezinta suprafata totald integrata sub
profilul dependentei concentratiei plasmatice in functie de timp si
exprima cantitatea totala de substantd medicamentoasa care intra in
circulatia sistemicd dupa administrarea sa. ASC este exprimatd in
Hgh/ml si este utila in estimarea vitezei de absorbtie. Parametrul dat
are o importantd deosebitd In evaluarea eficacitatii substantei
medicamentoase utilizate pentru tratarea afectiunilor acute, cum ar fi
durerea si insomnia, care pot fi tratate cu o singura doza. Mai
multe metode sunt utilizate pentru masurarea ariei de sub curba a
dependentei concentratiei plasmatice in functie de timp, cum ar fi
decuparea si cantdrirea, utilizarea conturului si a regulilor
trapezoidale.

Regula trapezoidala este o metodd numericd simpla de
estimare a ariei. In aceastd metodd ASC a dependentei concentratiei
plasmatice in functie de timp este impartita intr-o serie de linii
verticale, obtinddu-se un numar de trapeze. Aria fiecarui trapez este
calculata separat si la sumarizarea suprafetei tuturor trapezilor
obtinem ASC. Cand concentratia la timpul zero nu este indicatd in
date, atunci in determinarea ASC din dependenta concentratiei SM in
functie de timp, obtinuta dupd administrarea extravasculara a
substantei medicamentoase, concentratia la timp zero este luata ca
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zero. Insa, cand concentratia fatd de timp este reprezentati dupi
administrarea 1V a substantei medicamentoase, atunci concentratia la
timp zero nu trebuie luatd ca zero, deoarece concentratia la timpul
zero este maximd. Deci, concentratia la timpul zero trebuie
determinatd grafic pentru a obtine primul segment pentru regula
trapezoidala. Avantajul acestei metode este ca necesita doar o extensie
simpla a unui tabel de date experimentale. Alte metode implica fie o
complexitate numerica mai mare, fie elaborarea unei ecuatii si apoi
calcularea suprafetei prin integrarea ecuatiei elaborate.

ASC pentru datele reprezentate in grafic se obtine prin
sumarizarea ariei fiecarui segment geometric reprezentat si este
calculata folosind formula pentru figura geometrica a acelui segment.

&0
50 =

Grafic regulat
45+

401
35+

Concentratia (ug/mL)

"1A/B|C|D|E|F|G|H | J
0 1 2 3 4 5
Timp (h)

Figura 16.1. Dependenta concentratiei plasmatice in functie de
timp dupa administrarea extravasculara
Date experimentale
Concentratia plasmaticd in functie de timp dupad
administrarea orala a unei singure doze de 500 mg de substanta
medicamentoasa este prezentatd in tabelul 16.1.

Tabelul 16.1. Datele pentru concentratia plasmatica a SM dupa
administrarea orala in functie de timp

Timp, h 05 | 1 15| 2 |25] 3 |35 | 4 |45

Conc.,pug/mL | 15 |16 [ 35| 45|32 |20 |14 | 10| 8
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Se calculeaza aria de sub curba pentru perioada de timp (0-5) h

Rezolvare

a) Se plaseaza pe grafic datele despre concentratia plasmatica in
functie de profilul timpului.

b) Se construesc toate zece segmente (trapeze) in forma grafica si
se indica segmentele A, B... la J.

c) Se calculeaza aria fiecarui segment folosind formula pentru
figura geometrica a segmentului.

d) Suprafata delimitatd de trapeze aproximeaza aria de sub curba.

e) Suma suprafetelor tuturor acestor segmente alcatuieste
suprafata de sub curba de la zero pina la timul final reprezentat
pe grafic.

f) Se introduc valorile concentratiei si timpul corespunzator in

urmatoarea formula.
_ C1+Co

ASCo.1 = o (t1- to)

ASCq...= ASCpo5+ASCqys5.1 + ... +ASCya5+ ASCys5.5

Tabelul 16.2 Calculularea ASC totala utilizand regula trapezelor

Timp, h | Concentratia | Segment | Cp_1 + Cy | ty-t,n | ASC
(Hg/ml) 2
0,5 1,5 A
1 16 B
1,5 35 C
2 45 D
2,5 32 E
3 20 F
3,5 14 G
4 10 H
4,5 8 |
5 5 J
ASCoys

Prin utilizarea metodei regulii trapezelor, ASC de la (0-5) ore a fost
de pg.hr/mL.

149




Biofarmacia si farmacocinetica

Deduceti concluzii

Se poate concluziona ca regula trapezoidala poate fi utilizata

pentru determinarea suprafetei de sub curba dependentei concentratiei
plasmatice in functie de timp.
Aplicatii

1.

In absenta datelor despre graficul dependentei concentratiei
plasmatice in functie de timp si constantelor de viteza, datele care
insotesc aceastd metoda permit determinarea ariei aflate sub curba
dependentei concentratiei plasmatica (ASC) in functie de timp.
Folosind aceastd metoda se poate determina clearance-ul sistemic,
renal si metabolic al unei substante medicamentoase.

ASC este una dintre metodele de determinare a gradului de
biodisponibilitate a medicamentului.

ASC este un parametru foarte important Tn testarea
bioechivalentei.

Sarcini pentru evaluare si autoevaluare

1. Definiti notiunea de ASC si explicati importanta acestui parametru
farmacocinetic.

2. Explicati regula trapezoidald de estimare a ASC.

3. Evaluati si comparati diferite metode pentru estimarea ASC.

Exercitii

1. Concentratia plasmatica in functie de timp dupd administrarea orala

a unei singure doze de 50 mg de substantd medicamentoasa este data
n tabelul 16.3. Se calculeaza aria de sub curba de la (0-8) h.

Tabelul 16.3. Datele pentru concentratia plasmatica a SM
administrata oral in functie de timp

Timp, h 1 2 3 4 5 6 7 8

Conc.,

7110 | 5| 25 1,25 0,6 02 | 0
mg/L

2. Concentratia plasmatica in functie de timp dupd administrarea
orala a unei singure doze de 50 mg de substantd medicamentoasa este
data in tabelul 16.4. Se calculeaza aria de sub curba de la (0-12) h.
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Tabelul 16.4. Datele pentru concentratia plasmatica a SM
administrata oral functie de timp

1P ol os |1 |15 [ 2| 3 | 4 | 6 | 8 | 12
Conc. |\ g5l 938 (06 | 073 | 085 | 0,95 | 0,94 | 087 | 0,66 | 0,37
mg/L

3. Concentratia plasmaticd in functie de timp dupa administrarea orala
a unei singure doze de 400 mg de substanta medicamentoasa este data
n tabelul 16.5. Se calculeaza aria de sub curba de la (0-5) h.

Tabelul 16.5. Datele pentru concentratia plasmatica a SM
administrata oral in functie de timp

Timp, h 051 |15 2 | 25| 3 | 35| 4 |45

Conc.,mg/mL | 15|16 | 35 |45 | 32 |20 | 14 |10 | 8

Lucrarea de laborator Nr. 17.

Calcularea constantei vitezei de absorbtie prin metoda
rezidurilor

Scopul lueririi: calcularea timpul de injumatatire a absorbtiei SM si a
constantei vitezei de absorbtie (K;) pentru setul de date prezentat,
folosind metoda reziduurilor.

Obiective
1. Insusirea metodei reziduurilor la  calcularea  constantei
vitezei de absorbtie.
2. Calcularea K, din datele prezentate.
Generalitati
Constanta vitezei de absorbtie poate fi calculatd prin metoda
reziduurilor. Este frecvent utilizatd in farmacocinetica pentru a trasa o
curba multiexponentiala cu componentele sale individuale.
Pentru substante medicamentoase care urmeaza cinetica
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monocompartimentald si sunt administrate extravascular, concentratia
substantei medicamentoase in plasma este exprimata printr-o ecuatie
bi-exponentiala:

c = KoFAo
" V-(Kg—K)

Kt e7Kat] (17.2)

- [e

unde: F - fractia de substantd medicamentoasa absorbita sistemic dupa

administrarea extravasculard; K,; —constanta vitezei de absorbtie de

ordinul ntdi; K — constanta vitezei de eliminare de ordinul intai;
Ay — cantitatea de substantd medicamentoasa la timpul zero.
Daca KyF-Ao/V- (Ks-K) =X, o constantd mixta, atunci:

C=X-eKt_A.eKat (17.2)

In faza de eliminare, cind absorbtia este aproape terminata, K

_Ka.

> K si valoarea celei de-a doua exponentiale e Xa't pistreaza o

anumita valoare finita. In acest moment, ecuatia (17.2) se reduce la:
C=X- ekt (17.3)

La convertirea ecuatiei (17.3) in forma logaritmica obtinem:

K-t
2,303

1gC = 1gX — (17.4)

unde € reprezintd valorile extrapoldrii inverse ale concentratiei
plasmatice.

Graficul dependentei IgC in functie de timp este o curba
biexponentiala cu o fazd terminala liniard cu panta egalda cu K/2,303.
Extrapolarea inversd a acestei linii drepte la timpul zero produce o
interceptare egala cu lg (X).

Scaderea valorilor reale ale concentratiei plasmatice, adica
ecuatia (17.2), din valorile extrapolate ale concentratiei plasmatice,
adica ecuatia (17.3), produce o seriec de valori ale concentratiei
reziduale C:

(C-C)=C, = X-eKat (17.5)
In forma logaritmica, ecuatia este:
Ka't
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Graficul dependentei log C fata de timp prezinta o linie dreapta
cu panta Ki/2,303 si interceptarea pe ordonata y este egala cu X.
Timpul de injumatatire a absorbtiei poate fi calculat din K, folosind
relatia 0,693/K,.

In mod ideal, liniile extrapolate si cele reziduale se
intersecteazd pe axa Y, adicd la momentul t = O si nu existd nicio
intarziere in absorbtie. Daca intersectarea are loc la un timp mai mare
de ,,zero”, aceasta indica o intarziere in timp.

Metoda este cea mai potrivitd pentru subtante medicamentoase
care sunt absorbite rapid si complet si urmeazd o cinetica
monocompartimentala.

e — p— KG.F‘%
g _é:ht-:rc-:pr.— PR, — K20
g - B b
\ '\ Slope = = 303
10 \
—_— ——————&—
3 CC.
= c
oo A
g \
E— =3 - Ko
= =
= °Pe =3 303
g =
L] .y
N
M
hY
a
o1
0 S __ 10 15 20
Timp (h)

Figura 17.1. Dependenta semilogaritmica a concentratiei
plasmatice a SM in functie de timp dupa administrarea orala

La utilizarea metodei reziduurilor, trebuie folosite cel putin trei
puncte pentru a defini linia dreapta. Este posibil ca datele punctelor
care apar la scurt timp dupa tmax s nu fie exacte, deoarece absorbtia
substantei medicamentoase continud in acel moment. Deoarece
aceastd portiune a curbei reprezintd faza de dupa absorbtie, numai
punctele datelor din faza de eliminare trebuie utilizate pentru a defini
viteza de absorbtie a substantei medicamentoase ca un proces de
ordinul ntai.
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Rechizite
Conceptul de administrare extravasculara
monocompartimentala.

Datele experimentale

Urmaétoarele date au fost obtinute in rezultatul administrarii
orale a 500 mg de antibiotic. Presupunem ca 100% din doza
administrata a fost absorbita.

Tabelul 17.1. Datele analizei plasmatice obtinute dupa
administrarea orala a dozei de 500 mg de substanta
medicamentoasa in functie de timp

Timp, 1 2 3 4 5 6 8 [16 |18 | 20
h

Conc., | 26,5|36,1|375|36,1|329|294|227|75 57|43
mg/mL

Se calculeaza constanta vitezei de absorbtie.

Mod de lucru

1. Se construeste graficul dependentei concentratiei substantei
medicamentoase (C) in forma semilogaritmicad n functie de timp
dupa datele prezentate in tabelul 17.2.

2. Se extrapoleaza faza de eliminare pana la axa Y.

3. Se noteazi concentratia de la linia extrapolati ca C.

4. Se obtin concentratiile C pentru timpul (t;, to,....t)) in functie de
concentratiile (C1,C,....Cy) din reversul liniei extrapolate (Cj,
Ca,...Ch).

5. Se obtin concentratii reziduale (C;) scizand C din € in raport cu
timpul.

6. Se construeste dependenta concentratiei reziduale (C;) In functie
de timp, in acelasi grafic semilogaritmic.

7. Se determina panta liniei concentratiei reziduale.
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Tabelul 17.2. Determinarea concentratiilor reziduale ale SM in
functie de timp

Timp, h | CMP (ug/ml), C | CMP extrapolate, C | CMP rezidual Cr=C — C
1 26,501
2 36,091
3 37,512
4 36,055
5 32,924
6 29,413
8 22,784
16 7,571
18 5,734
20 4,343

CMP: Concentratia plasmatica a substantei medicamentoase.

Calcule

1. Constant vitezei de absorbtie (K,)
Se calculeazd constanta vitezei de absorbtie utilizdnd panta

liniei concentratiilor reziduale.

1gCy—1gCy

tr—t1

K, = —(panta- 2,303) (17.8)

Panta = (17.7)

2. Timpul de injumatitire a absorbtiei
Se calculeaza timpul de injumatatire a absorbtiei SM folosind
urmatoarea formula:
0.693

tl/Z == K_u (179)

Alternativ, timpul de Injumatatire poate fi determinat grafic.

Rezultate
Prin utilizarea metodei reziduurilor la determinarea constantei
vitezei de absorbtie (K,) si a timpului de injumatatire a absorbtiei (t1/2)
pentru baza de date prezentatd in lucrare s-a constatat ca K, este
h™t si tyy, este h.
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Deduceti concluzii

Aplicatii

1. Este posibila determinarea constantei ratei de absorbtie din datele
privind absorbtia orala.

2. Metoda reziduurilor este o metoda simpla de calculare a constantei
vitezei de absorbtie.

Sarcini de evaluare si autoevaluare

1. Definiti notiunea ,,constanta vitezei de absorbtie”?

2. Explicati cum poate fi determinatd constanta vitezei de absorbtie
prin metoda reziduurilor.

Exercitii

1. Probele de plasma de la un pacient au fost colectate dupa o doza
de bolus orald de 500 mg antibiotic si au fost obtinute datele
prezentate in tabelul 17.3. Se presupune ca 100% din doza
administrata a fost absorbita.

Tabelul 17.3. Datele pentru concentratia plasmatica a SM
administrate oral in functie de timp

Timpul,
h 025|105 [075| 1 |15 | 2 3 4 5 6 7

Conc.
1.91 [ 2.98 | 3.54 | 3.80 | 3.84 | 3.62 | 3.04 | 2.49 | 2.04 | 1.67 | 1.37

mg/L

Se calculeaza constanta vitezei de absorbtie si timpul de injumatatire a
absorbtiei.

2. Probele de plasma de la un pacient au fost colectate dupd o doza
de bolus orald de 10 mg de solutie noud de benzodiazepina si au
fost obtinute datele din tabelul 17.4.

Tabelul 17.4. Datele pentru concentratia plasmatica a SM
administrate oral in functie de timp

Timpul,h |025| 05 [ 075 | 1 2 4 6 10 14 20

Conc.

2.85 | 543 | 7.75|9.84 | 16.20 | 22.15 | 23.01 | 19.09 | 13.90 | 7.97
mg/L
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Se calculeaza constanta vitezei de absorbtie si timpul de Tnjumatatire a
absorbtiei.

3. La administrarea orald a 300 mg de antibiotic au fost obtinute
datele prezentate in tabelul 17.5. Se presupune ca 100% din doza
administrata a fost absorbita.

Tabelul 17.5. Datele pentru concentratia plasmaticia a SM
administrate oralin functie de timp

Timpul,h | 025 | 05 |075| 1 | 15 | 2 3 4 5 6 7

Conc.

1.91 |2.98 | 354 |3.80 384 |362|304|249|204 167|137
mg/L

Se calculeaza constanta vitezei de absorbtie si timpul de injumatatire a
absorbtiei.

Lucrarea de laborator Nr. 18.

Calculularea constantei vitezei de absorbtie prin metoda
Wagner-Nelson

Scopul lucririi: calcularea constantei vitezei de absorbtie (Kj)
folosind metoda Wagner-Nelson.

Obiective:
studierea metodei Wagner-Nelson pentru estimarea constantei vitezei
de absorbtie (Ka).
Generalitati
Estimarea constantei vitezei de absorbtie: metoda Wagner-Nelson
Dupa o singura doza orald de subtantd medicamentosa in orice
moment, cantitatea de subtantd medicamentosd absorbita in circulatia
sistemicad A,, este suma cantitdtii de subtantd medicamentosa din corp
(A) si a cantitatii de subtantd medicamentosa eliminata din corp (Ae).
Prin urmare:
A=A+ A (18.1)
Cantitatea de subtantd medicamentosa din organism se
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calculeaza dupa formula: A = V-C, in timp ce cantitatea de subtanta
medicamentosa eliminatd in orice moment t poate fi calculata dupa

cum urmeaza:
Ac = K-V - [ASC]¢' (18.2)

Substituind valorea A si A. in ecuatia (18.1), obtinem:

A, = V-C + KV- [ASC]¢ (18.3)

Cantitatea totala de subtantd medicamentosa absorbitd in

circulatia sangvind din momentul zero pana la infinit A,” poate fi
calculata ca:

Ay =V-C” + K-V- [ASC]y” (18.4)

Deoarece lat = oo, C =0, ecuatia de mai sus poate fi redusa la:
A.” = K-V - [ASC]y” (18.5)

Fractia de subtantd medicamentosd absorbitd in orice moment t se
determina ca:
A, _ V-C+K'V-[ASC,

18.6
AR KV-[ASC|§ ( )
A, _ C+K[ASC]}
AP K[ASCI?
Prin urmare, procentul de subtantd medicamentosa neabsorbita in
orice moment se calculeaza dupa ecuatia (18.8):

(18.7)

C+K-[ASC];,

A
0, — _aj. =
%ARA = |1-7%]- 100 R ASCT

l -100

(18.8)

Metoda necesita colectarea probelor de sange dupa o singura
doza orald la intervale regulate de timp pana cand intreaga cantitate de
subtanta medicamentosd este eliminatd din organism. K se obtine din
dependenta semilogaritmica a C fata de t.
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Intr-un grafic semilogaritmic al dependentei procentului
neabsorbit (adicd, procent ARA) in functie de t se traseaza 0 linie
dreapta a carei panta este K/2.303. Daca un grafic obisnuit (adica, nu
semilogaritmic) al acestei dependente este o linie dreapta, atunci
absorbtia este de ordinul zero.

0.60 4 100
=  0.50 4 -
E =
£ £ \\
£ 0.401 Absorbtia dupi =
E cinetica de s F \ Slope =—K,/2.303
= 0.304 ordinul unu S o N
o = S
ﬁ 0.20 4 k| ~—
b1 A . e
ol o
& 0.10 4 " — Absorbtia dupi
R~ cinetica de ordinul unu
0.00 uot
o 05 1 15 2 ] 05 1 15 2
Timp (h) Timp (h)
00 —
1.00 - >‘ —

. 080 E ~

E o080 E] ~—

£ ow £ ~

£ oso ; ™~

= 0401 Absorbtia dupi 7]

W o030 _3

, p2o{ cineticadeordinul zero = —

g 040 = Absorbtia dupa

£ o0o 8 | cinetica de ordinul zero

= ] 1 2 3 4 ™ bao r v T J

. | a 1 2. . 4 g

Tim .
p (h) Timp ()

Figura 18.1. Dependenta concentratiei plasmatice si a
concentratiei semilogaritmice a SM 1n functie de timp dupa
administrarea orala

Ka poate fi, de asemenea, estimata in mod similar din datele de
excretie urinara. Cel mai mare dezavantaj al metodei Wagner-Nelson
este ca se aplici iIn mod normal subtante medicamentose cu
caracteristici pentru un sistem monocompartimental.

Date pentru calcule teoretice

Biodisponibilitatea clorhidratului de fenilpropanolamina a fost
studiatd pe 24 de subiecti (barbati adulti). Urmatoarele date reprezinta
concentratiile medii de clorhidrat de fenilpropanolamina din sange
(ng/ml) dupa administrarea orala a unei singure doze de 25 mg de
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solutie de clorhidrat de fenilpropanolamina.

Tabelul 18.1. Dependenta dozei de clorhidrat de
fenilpropanolamini din singe in functie de timp

Timp, h 025 | 05 (075 1 | L5 | 2 3 4 ] § [ 12718

4

Conc., 5133 | 74,05 | 82,91 | 85,11 | 81,76 | 75,51 | 62,98 | 5132 | 3608 | 24,88 | 1183 | 18
ng/mL

127

Se determind constanta vitezei de absorbtie si timpul de

injumatatire folosind metoda Wagner-Nelson.
Mod de lucru

Metoda Wagner-Nelson

1. Se construeste graficul semilogaritmic al concentratiei plasmatice

n functie de timp.

Se determind constanta vitezei de eliminare din panta partii
terminale a liniei.

Se contruieste graficul concentratiei plasmatice Tn functie de timp
si se determind [ASC]o' dupi regula trapezelor. Se determini
cumulativ [ASC]o".

Se determina K[ASC]o' prin inmultirea fieciruia [ASC]o' cu K.

Se giseste [ASC]o” adaugéind toate partile ASC de la zero la
infinit.

Se determind valoarea fractiei neabsorbite corespunzitoare
fiecarui moment de timp t folosind tabelul de observare.

Se construieste graficul dependentei fractiei neabsorbite Tn functie
de timp 1n forma semilogaritmica.

Se determina panta liniei.
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Tabelul 18.2. Datele pentru determinarea fractiei de substanta
medicamentoasa neabsorbita

Timp | C [ASC]e* | Cumulative |KxCum | C+ExCum | Ab/Ay™ | 1-{Ab/Av™)
[ASC]¢t [ASC¢ | [ASC]¢ (Fracone | (Fracinas
{cantitate abyerbick) abzarbica) mesbsarkich)

025 | 51.33
05 | 7403
0,75 | 82,91
85.11

15 | 81.76
2 75,51

3 62,98
4 3232
) 36.08

g 24,88
12 ] 1183
13 3,88
24 1,27

Se considera valoarea (C + K - Cym - [ASC]o** ) ca cantitate absorbita
la infinit (Ap™)

Calcule

1. Determinarea constantei vitezei de absorbtie

Se determind ASC total dupa regula trapezelor. Se determina
constanta vitezei de adsorbtie.

(ASC)n_, = =252+ (b = to-1) (18.9)
(ASC)p” = Sast (18.10)

2. Timpul de injumititire a absorbtiei SM
Se determina panta liniei si se calculeaza timpul de
injumatatire a absorbtiei folosind formula:

0,693
L= K (18.11)
a

Alternativ, timpul de injumatatire poate fi determinat prin metoda
grafica.
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Rezultate
Utilizand constanta vitezei de absorbtie (K.), determinatd dupa
metoda Wagner-Nelson si timpul de injumatatire a absorbtiei (ti/2),

pentru baza de date a fost calculat ca h si
respectiv h.
Deduceti concluzii
Aplicatii

Aceastd metoda permite calcularea constantei vitezei de absorbtie
(K).

Sarcini de evaluare si autoevaluare
1. Explicati cum poate fi determinatd constanta vitezei de

absorbtie prin metoda Wagner Nelson.
2. Enumerati dezavantajele metodei Wagner Nelson.

Exercitiul Nr.1
S-a administrat oral 100 mg de antibiotic si au fost obtinute datele
din tabelul 18.3. Presupunem ca 100% din doza administrata a fost
absorbita.
Tabelul 18.3. Datele pentru concentratia plasmatica a SM
administrate oral in functie de timp

Timp, | 0,25 ] 05 1 2 3 4 6 8 10 | 12
h

Conc.,
Hg/M

1,60 | 2,70 | 3,70 | 3,50 | 2,70 | 2,00 | 1,02 | 0,49 | 0,26 | 0,12

Se calculeazd constanta vitezei de absorbtie si timpul de
injumatatire la absorbtia antibioticului.

Exercitiul Nr. 2

S-a administrat oral 100 mg de SM antiflamatoare si au fost
obtinute datele din tabelul 18.4. Se presupune cd 100% din doza
administrata a fost absorbita.
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Tabelul 18.4. Datele pentru concentratia plasmatica a SM
administrate oral in functie de timp

Tlrr?py 0,5 110 210 410 6,0 8,0 12,0 16,0 20,0 24,0
Conc,,
pg/mL | 3,20 | 5,40 | 7,40 | 7,00 | 5,40 | 4,00 | 2,04 | 0,98 | 0,52 | 0,24

injumatatire a absorbtiei SM.

Exercitiul Nr. 3

Se calculeaza constanta vitezei de absorbtie si timpul de

S-a administrat oral 15,0 mg de SM si au fost obtinute datele

din tabelul 18.5. Se presupune ca 100% din doza administratd a fost
absorbita.

Tabelul 18.5. Datele pentru concentratia plasmaticia a SM

administrate oral in functie de timp

T"r‘]“p’ 025/ 05| 1 | 2| 3| 4|6 |8 |10]|1
conc., 11601270 [ 3,70 | 350 | 2,70 | 2,00 | 1,02 | 0,49 | 0,26 | 0,12
pg/mL

Se calculeazd constanta vitezei de absorbtie si timpul de
injumatatire a absorbtiei SM.
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Lucrarea de laborator Nr. 19.
Studierea unor parametri farmacocinetici ai curcuminei

Scopul lucrarii: evidentierea distributiei si absorbtiei curcuminei in
faza lipidica.
Obiective

1. Estimarea unor parametri farmacocinetici ai curcuminei.

2. Stabilirea solubilitatii curcuminei.

3. Examinarea macroscopica ai curcuminei.

OH

HO
) (|III\ 0 l

OH CH,

0
A <
(a)
Curcumin (Enol form)

HO OH

CH, (8] 0 CH,
Curcumin (Keto form)

(b) «©

Figura 19.1. Formele tautomerice ale curcuminei

Materiale si reagenti:
Materiale: seringi; ulei de floarea soarelui, lamele de sticla.
Reagenti chimici: etanol, curcumina.
Vesela chimica: pahare.
Aparate: microscop, balanta analiticd, cronometru.

Mod de lucru

Pe o lameld de sticla se addugd o cantitate de substanta de
analizat (curcumind) si se examineazd la microscop. Apoi se
examineaza la microscop un sistem model ce include ulei de floarea
soarelui si curcumina: pe o lamela de sticla se picura 0,01 mL ulei de

164



Biofarmacia si farmacocinetica

floarea soarelui si se examineaza la microscop; se adauga 0,004 ¢
proba de analizat (curcumina) in 0,01 mL ulei de floarea soarelui si se
inregistreza timpul la care s-a inceput procesul de distributie si timpul
final.

Sarcini pentru evaluare si autoevaluare
1. Determinati timpul de distributie pentru curcumina.
Studiati solubilitatea curcuminei in diferiti solventi.
Studiati sursele naturale ce contin curcumina.
Studiati domeniile de utilizare a curcuminei:
in industria farmaceutica (prezentati si analizati medicamentele);
in industria alimentara (prezentati si analizati produsele);
¢ 1n industria cosmeticd (prezentati si analizati produsele
cosmetice).
5. Formulati concluzii in baza informatiilor identificate in
articolele stiintifice.

AN

Lucrarea de laborator Nr. 20.
Determinarea volumului de distributie a capsaicinei in
mediu lipidic
Scopul lucrarii: determinarea volumului de distributie a capsaicinei

n ulei rafinat de floarea soarelui.

54y
NH
@)
Figura 20.1. Formula de structura a capsaicinei

Obiective

1. Extragerea capsaicinei din proba de ardei dulce cu ajutorul
solventului - alcool etilic (35-40) %.

2. Determinarea volumului de distributie (V) in proba de analiza.
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Materiale si reagenti
Materiale: ardei capia dulce — (25-30) g; ulei de floarea soarelui
rafinat - 10 mL; seringi (2 bucati de 2 mL); hartie de filtru.
Reagenti: capsaicina, alcool etilic de (35-40)%
Vesela: pahare (10-15 mL); lamele; palnie
Echipamente: microscop

Mod de lucru

Capsaicina este solubila 1inalcool, 1neter, Tn cloroform,
in HCI concentrat, dar greu solubila in apa, n eter de petrol.

Volumul de distributie, denumit si volum aparent de
distributie, este un termen farmacologic si reprezintd volumul
lichidului total in care are loc difuzia unei substante medicamentoase
administrate.

Prepararea probei de analiza de ardei (dulce) se realizeaza prin
miruntire si presare mecanici. In continuare se extrage capsaicina din
proba de analizat de ardei dulce cu ajutorul solventului - alcool etilic
(35-40) %. Pe o lamela de sticla se adaugd o cantitate de substanta
analizatd (capsaicina) si se examineazd la microscop. Apoi se
examineaza la microscop in sistemul model alcatuit din ulei de floarea
soarelui si capsaicind: se ia pe o lamela de sticla 0,01 mL ulei de
floarea soarelui, se adauga 0,1 g proba de analizat (capsaicind) si se
examineaza la microscop distributia SM, inregistrand timpul la care s-
a inceput declansarea procesului de distributie si timpul final.

Sarcini pentru evaluare si autoevaluare

1. Determinati timpul de distributie pentru capsaicina.

2. Studiati solubilitatea capsaicina in diferiti solventi.

3. Analizati literatura cu privire la sursele naturale ce contin
capsaicina.

4. Studiati domeniile de utilizare a capsaicinei: 1n industria
farmaceutica (prezentati si analizati medicamentele); Tn industria
alimentard (prezentati si analizati produsele alimentare); in
industria cosmetica (prezentati si analizati produsele cosmetice).

5. Formulati concluzii in baza informatiilor identificate in articolele
stiintifice.
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