
CHAPTER I I I

MATERIALS AND METHODS

MATERIALS

A . T h e o p h y l l i n e  T e s t  P r o d u c t

T h e o p h y l l i n e  s y r u p  d o s a g e  f o r m  w a s  u s e d  i n  
t h i s  s t u d y .  " N u e l i n ®  s y r u p "  ( R i k e r  L a b o r a t o r i e s  A u s t r a l i a  
P T Y . L T D . ,  L o t  n o .  4 63 4 B )  w as  s e l e c t e d  f o r  u s i n g  t h r o u g h o u t  
t h i s  s t u d y .  I t  c o n t a i n e d  80 mg o f  t h e o p h y l l i n e  p e r  15 
m l .  No o t h e r  a c t i v e  i n g r e d i e n t s  o r  a l c o h o l  w e r e  p r e s e n t  
i n  t h i s  d o s a g e  f o r m .

B . R e a g e n t s

1.  W o r k i n g  S t a n d a r d  T h e o p h y l l i n e  P o w d e r ,  
p o t e n c y  1 0 0 . 3 5 %  ( F l u k a  C h e m i k a ,  
S w i t z e r l a n d )  L o t  n o .  2 7 8 4 6 0  688

2 .  I n t e r n a l  s t a n d a r d ,  8 - C h l o r o t h e o p h y l 1 i n e  
P o w d e r  ( s i g m a , บ . s . A ) L o t  n o .  2 7 F - 0 0 2 0

3 .  A c e t o n i t r i l e  KPLC g r a d e  ( E . M e r c k ,  G e r m a n y )  
L o t  n o .  1 0 0 7 9 3 0

4 .  M e t h a n o l  A b s o l u t e  HPLC g r a d e  ( BDH, E n g l a n d )
L o t  n o .  3 6 2 8 6 2 0 j

5 .  A c e t i c  A c i d ,  g l a c i a l  AR ( E . M e r c k ,  G e r m a n y )
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L o t  n o .  542 HI 3 5 0 6 6 3
6 .  S o d i u m  A c e t a t e  AR ( A j a x  C h e m i c a l s  LTD. ,  

S y d n e y - M e l b o u r n e )  L o t  n o .  4 1 8 6 8  
- 7 .  Z i n c  S u l f a t e  AR ( E . M e r c k ,  G e r m a n y )  L o t  n o .

7 49 9 8 0 1

c . A p p a r a t u s

1 .  HPLC C o l u m n  ( y u - B o n d a p a k - C  J g  , W a t e r s  
A s s o c i a t e s ,  I n c . ,  M i l f o r d ,  MA. ,  บ.  s . A)

2 .  HPLC Pump ( M o d e l  5 1 0 ,  W a t e r s  A s s o c i a t e s ,  
I n c . ,  M i l f o r d ,  MA. ,  U . S . A )

3 .  I n j e c t o r  ( M o d e l  U6K, W a t e r s  A s s o c i a t e s ,  
I n c . ,  M i l f o r d ,  MA. ,  U . S . A )

4 .  u v  A b s o r b a n c e  D e t e c t o r  ( M o d e l  4 4 0 ,  W a t e r s  
A s s o c i a t e s ,  I n c . ,  M i l f o r d ,  MA. ,  U . S . A )

5 .  I n t e g r a t o r  ( 7 4 5  D a t a  M o d u l e ,  W a t e r s  
A s s o c i a t e s ,  I n c . ,  M i l f o r d ,  MA. ,  U . S . A )

6 .  A n a l y t i c a l  B a l a n c e  ( S a r t o r i u s  2 4 4 2 ,  
S a r t o r i u s  GMBH., G e r m a n y )

7.  C e n t r i f u g e  ( M o d e l  3 0 1 ,  S i g m a  L a b o r z e n t r i f u g e n  
GMBH, W e s t e r n  G e r m a n y )

8 .  V o r t e x  ( Mo d e l  G - 5 6 0 - E ,  S c i e n t i f i c  I n d u s t r i e s ,  
I n c . ,  B o h e m i a ,  N . Y . ,  U . S . A )
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METHODS

1 .  S u b j e c t s

F o r t y
t h i s  s t u d y .  The  
a c c o r d i n g  t o  s e x ,  

G r o u p

G r o u p

G r o u p

G r o u p

T h a i  h e a l t h y  v o l u n t e e r s  p a r t i c i p a t e d  i n  
s u b j e c t s  w e r e  d i v i d e d  i n t o  4 g r o u p s  

s m o k i n g  s t a t u s ,  a n d  a g e  a s  f o l l o w s .
A. N o n s m o k i n g  M a l e s

T h i s  g r o u p  c o n s i s t s  o f  10 men ,  who 
h a d  e i t h e r  n e v e r  s m o k e d  o r  h a d  n o t  
s m o k e d  w i t h i n  t h e  p a s t  2 y e a r s ,  
r a n g e d  i n  a g e  f r o m  23 t o  38 y e a r s .

B.  N o n s m o k i n g  F e m a l e s
T e n  w o m e n  h a d  t h e  s a m e  s m o k i n g  
s t a t u s  a s  n o n s m o k i n g  m a l e s ,  r a n g e d  
i n  a g e  f r o m  22 t o  34 y e a r s .  None  o f  
t h e m  w e r e  p r e g n a n t  o r  o n  c o n t r a c e p 
t i v e  m e d i c a t i o n s ,  

c. S m o k i n g  M a l e s
T h i s  g r o u p  c o n s i s t s  o f  10 men who 
s m o k e d  a t  l e a s t  15 c i g a r e t t e s  p e r  
d a y  d u r i n g  t h e  s t u d y  a n d  a t  
l e a s t  1 y e a r  b e f o r e  t h e  s t u d y ,  
r a n g e d  i n  a g e  f r o m  21 t o  33 y e a r s .

D. C h i l d r e n
T h i s  g r o u p  c o n s i s t s  o f  1 0  b o y s
r a n g e d  i n  a g e  f r o m  7 t o  12 y e a r s .
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O t h e r  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  e a c h  s u b j e c t  a r e  
p r e s e n t e d  i n  A p p e n d i x  A.

I n  a l l  s u b j e c t s ,  a  m e d i c a l  h i s t o r y ,  p h y s i c a l  
e x a m i n a t i o n  a n d  s t a n d a r d  l a b o r a t o r y  s c r e e n  ( A p p e n d i x  A) 
w e r e  p e r f o r m e d  p r i o r  t o  t h e  s t u d y ,  t o  e n s u r e  t h a t  t h e  
s u b j e c t s  w e r e  n o r m a l , i . e . ,  h e a l t h y  a n d  a b s e n t  f r o m  a n y  
s i g n i f i c a n t  h e p a t i c  o r  r e n a l  d i s t u r b a n c e .

The  p u r p o s e  a n d  m e t h o d  o f  t h e  s t u d y  w e r e  f u l l y  
e x p l a i n e d  t o  a l l  s u b j e c t s  a n d  t h e  p a r e n t s  o f  c h i l d r e n  
s u b j e c t s  i n  g r o u p  D.

No s u b j e c t s  h a d  t a k e n  a n y  m e d i c a t i o n s  w i t h i n  1 
w e e k  b e f o r e  t h e  s t u d y .  A l l  o f  t h e m  w e r e  a s k e d  t o  a b s t a i n  
f r o m  f o o d  o r  b e v e r a g e s  c o n t a i n i n g  x a n t h i n e s  ( c o f f e e ,  
t e a ,  c h o c o l a t e  a n d  c o l a  b e v e r a g e s )  a n d  a l c o h o l  f o r  a t  
l e a s t  24 h o u r s  p r i o r  t o  a n d  d u r i n g  t h e  s t u d y .

2 .  D r u g  A d m i n i s t r a t i o n

E a c h  s u b j e c t  r e c e i v e d  a  s i n g l e  o r a l  d o s e  o f  
2 . 4  m g / k g  o f  t h e o p h y l l i n e  i n  s y r u p  w i t h  100 ml o f  w a t e r .  
S u b j e c t s  h a d  f a s t e d  12 h o u r s  b e f o r e  a n d  2 h o u r s  a f t e r  
t a k i n g  t h e  t h e o p h y l l i n e  d o s e .

3 .  S a m p l e  C o l l e c t i o n

B l o o d  s a m p l e s  ( 5  m l )  w e r e  d r a w n  f r o m  a n  
i n t r a v e n o u s  c a n n u l a  i n  a  f o r e a r m  v e i n  o f  e a c h  s u b j e c t  
p r i o r  t o  d o s i n g  a n d  a t  0 . 5 ,  1 ,  1 . 5 ,  2 ,  3 ,  4 ,  6 ,  8 ,  1 0 ,
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a n d  12 h o u r s  a f t e r  t h e  d o s e  a n d  i m m e d i a t e l y  c o l l e c t e d  
i n  10 ml  h e p a r i n i z e d  t u b e .  P l a s m a  w a s  s e p a r a t e d  a f t e r  
c o l l e c t i o n  b y  c e n t r i f u g a t i o n  ( 1 2 0 0  g  f o r  15 m i n u t e s  a t  
r oom t e m p e r a t u r e ) .  A l l  p l a s m a  s a m p l e s  w e r e  s t o r e d  a t  
- 2 0  ° c  u n t i l  s u b s e q u e n t  a n a l y s i s .

4 .  A n a l y t i c a l  M e t h o d

T h e o p h y l l i n e  c o n c e n t r a t i o n s  i n  p l a s m a  s a m p l e s  
w e r e  d e t e r m i n e d  b y  H i g h  P e r f o r m a n c e  L i q u i d  C h r o m a t o g r a p h y  
(HPLC) m e t h o d .  8 - C h l o r o t h e o p h y l l i n e  ( 8 - c h l o r o - 3 , 7 - d i h y d r o -  
1 , 3 - d i m e t h y l - l H - p u r i n e - 2 , 6 - d i o n e  ) o f  w h i c h  c h e m i c a l  
s t r u c t u r e  w a s  s i m i l a r  t o  t h e o p h y l l i n e ,  w a s  u s e d  a s  t h e  
i n t e r n a l  s t a n d a r d .  C h e m i c a l  s t r u c t u r e s  o f  t h e o p h y l l i n e  a n d  
8 - c h i o r o t h e o p h y 1 1 i n e  a r e  s h o w n  i n  F i g u r e  2 .  T h e  
p r o c e d u r e  w a s  m o d i f i e d  f r o m  t h e  m e t h o d  o f  B o c k  e t  a l . ( 5 2 )  
a s  f o l l o w s .

4 . 1  S a m p l e  p r e p a r a t i o n

P l a s m a  s a m p l e s  w e r e  c l a r i f i e d  b e f o r e  
i n t r o d u c e d  i n t o  HPLC s y s t e m .  T h e  c l a r i f i c a t i o n  b y  p r o t e i n -  
p r e c i p i t a t i o n  w i t h  z i n c  s u l f a t e  a n d  m e t h a n o l  w a s  u s e d  i n
t h i s  p r o c e d u r e .
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8 — C h l o r o t h e o p h y l l i n e

F i g u r e  2 .  C h e m i c a l  s t r u c t u r e s  o f  t h e o p h y l l i n e  a nd
8 - c h l o r o t h e o p h y l 1 i ne
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P l a s m a  s a m p l e  ( o r  s t a n d a r d )  0 . 5  ml

- a d d e d  0 . 1  ml  o f  z i n c  s u l f a t e
s o l u t i o n  ( 1 0 % , w / v ) ,  f o l l o w e d  by
0 . 7 5  ml  o f  m e t h a n o l  c o n t a i n i n g

* 1 0  m c g / m l  o f  t h e  i n t e r n a l
s t a n d a r d ,  8 - c h l o r o t h e o p h y l l i n e .

- m i x e d  b y  v o r t e x i n g  f o r  3 0
s e c o n d s  t h e n  c e n t r i f u g e d  f o r  15
m i n u t e s  a t  1 20 0  g .

V

25 A l l  o f  s u p e r n a t a n t

T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  i n j e c t e d  i n t o  t h e  
c o l u m n  a n d  a n a l y z e d  b y  HPLC a s  d e s c r i b e d  u n d e r  t h e  s e c t i o n  
o f  c h r o m a t o g r a p h i c  c o n d i t i o n s .

4 . 2  P l a s m a  s t a n d a r d  p r e p a r a t i o n

S t a n d a r d  s o l u t i o n s  o f  t h e o p h y l l i n e  w e r e  
p r e p a r e d  i n  d i s t i l l e d  w a t e r  t o  y i e l d  0 . 6 2 5 ,  1 . 2 5 ,  2 . 5 ,
3 . 7 5 ,  5 . 0 ,  7 . 5 ,  a n d  1 0 . 0  meg p e r  10 A l l  o f  t h e o p h y l l i n e .

E x a c t l y  1 0  A l l  o f  e a c h  t h e o p h y l l i n e  
s t a n d a r d  s o l u t i o n  was  a d d e d ,  u s i n g  a  m i c r o s y r i n g e ,  i n t o  
e a c h  o f  s e v e n  t e s t  t u b e s  c o n t a i n i n g  0 . 5  ml human  b l a n k  
p l a s m a ,  e x c e p t  t h e  f i r s t  t e s t  t u b e  w as  a d d e d  w i t h  10 A l l  o f  
d i s t i l l e d  w a t e r .  F i n a l l y ,  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  p l a s m a  
s t a n d a r d s  w e r e  0 ,  1 . 2 5 ,  2 . 5 ,  5 . 0 ,  7 . 5 ,  1 0 . 0 ,  1 5 . 0 ,  a n d



25

2 0 . 0  m c g / m l , r e s p e c t i v e l y .  T h e s e  p l a s m a  s t a n d a r d s  w e r e  
t h e n  p r e p a r e d  a n d  a n a l y z e d  a l o n g  w i t h  p l a s m a  s a m p l e s .  
On e a c h  d a y  o f  s a m p l e  a n a l y s i s ,  t h e  p l a s m a  s t a n d a r d s  w e r e  
p r e p a r e d  a n d  a n a l y z e d  c o n c o m i t a n t l y .

4 . 3  L i q u i d  c h r o m a t o g r a p h i c  c o n d i t i o n s

A p p a r a t u s

Co l u mn

M o b i l e  P h a s e

F l o w R a t e
P r e s s u r e
T e m p e r a t u r e
D e t e c t o r
I n t e g r a t o r

ะ HPLC Pump,  I n j e c t o r ,  
u v A b s o r b a n c e  D e t e c t o r ,  
a n d  I n t e g r a t o r  
A i - B o n d a p a k - C ^ g ,

30 cm X 3 . 9  mm i d .
ะ 11% a c e t o n i t r i l e  i n  

0 . 0 1  M s o d i u m  a c e t a t e  
b u f f e r  pH 4 . 0  ( A p p e n d i x  B)

ะ 1 . 5  ml  p e r  m i n u t e  
ะ 2 5 0 0 - 3 0 0 0  p s i  
ะ a m b i e n t  
ะ UV 280  nm 
ะ a t t e n u a t i o n  16

c h a r t  s p e e d  1 . 5  cm p e r  m i n u t e
I n j e c t i o n  V ol um e  ะ 25 a j I

A 25- / t i l  v o l u m e  o f  s u p e r n a t a n t ,  p r e p a r e d  
f r o m  p l a s m a  s a m p l e s  o r  s t a n d a r d s ,  a s  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y ,  
w as  i n j e c t e d  i n t o  t h e  c o l u m n  a n d  a n a l y z e d  b y  a n  HPLC u n d e r  
t h e  a b o v e  c o n d i t i o n s .  The  a b s o r b a n c e  o f  t h e o p h y l l i n e  a n d  
8 - c h l o r o t h e o p h y I l i n e  w e r e  d e t e c t e d  b y  a  u v  d e t e c t o r  a t
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280 nm wave  l e n g t h  a n d  m e a s u r e d  b y  a n  i n t e g r a t o r .  The  a r e a  
u n d e r  t h e  p e a k s  o f  t h e o p h y l l i n e  a n d  8 - c h l o r o t h e o p h y l l i n e  
w e r e  c a l c u l a t e d  b y  t h e  i n t e g r a t o r .

T h e o p h y l l i n e  c o n c e n t r a t i o n  i n  e a c h  p l a s m a  
s a m p l e  w as  d e t e r m i n e d  b y  c o m p a r i n g  t h e  r a t i o  o f  a r e a  u n d e r  
t h e  p e a k  o f  t h e o p h y l l i n e  t o  t h a t  o f  8 - c h l o r o t h e o p h y l l i n e  
w i t h  t h e  s t a n d a r d  c u r v e .

4 . 4  S t a n d a r d  c u r v e

S t a n d a r d  t h e o p h y l l i n e  c o n c e n t r a t i o n  c u r v e  
w a s  c o n s t r u c t e d  b y  p l o t t i n g  t h e  r a t i o s  o f  a r e a  u n d e r  t h e  
p e a k  o f  p l a s m a - s t a n d a r d  t h e o p h y l l i n e  t o  t h a t  o f  8 -  
c h l o r o t h e o p h y l l i n e  a g a i n s t  t h e i r  k n o w n  t h e o p h y l l i n e  
c o n c e n t r a t i o n s .  T h e  r a t i o s  w e r e  a n a l y z e d  b y  l i n e a r  
r e g r e s s i o n  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e i r  c o n c e n t r a t i o n s  ( A p p e n d i x  
c ) .  The  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e o p h y l l i n e  i n  p l a s m a  s a m p l e s  
w e r e  d e t e r m i n e d  b y  i n v e r s e  p r e d i c a t i o n  f r o m  t h e  l i n e a r  
r e g r e s s i o n  o f  t h e  s t a n d a r d s .

5 .  D a t a  A n a l y s i s

T h e  t h e o p h y l l i n e  p l a s m a  c o n c e n t r a t  i o n - 1 i m e  
d a t a  o b t a i n e d  w a s  r e s o l v e d  b y  p h a r m a c o k i n e t i c  a n d  
s t a t i s t i c a l  a n a l y s i s .  T h e  a p p r o p r i a t e  p h a r m a c o k i n e t i c  
m o d e l  w a s  u s e d  t o  d e s c r i b e  t h e  d a t a  o b t a i n e d  f r o m  t h e  
e x p e r i m e n t s .  The  t h e o p h y l l i n e  p h a r m a c o k i n e t i c  p a r a m e t e r s  
o f  e a c h  g r o u p  o f  s u b j e c t s  ( i . e . , n o n s m o k i n g  m a l e s ,
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n o n s m o k i n g  f e m a l e s ,  s m o k i n g  m a l e s ,  a n d  c h i l d r e n )  w e r e  
d e t e r m i n e d  a n d  c o m p a r e d .

5 . 1  P h a r m a c o k i n e t i c  a n a l y s i s

T h e  t h e o p h y l l i n e  p l a s m a  c o n c e n t r a t i o n  
v e r s u s  t i m e  f r o m  a l l  s u b j e c t s  d a t a  w e r e  p l o t t e d  o n  t h e  
s e m i l o g a r i t h m i c  g r a p h  p a p e r .  T h e  c o n c e ทt r a t i o n - 1 i  me 
p r o f i l e s  o b t a i n e d  f r o m  t h e s e  e x p e r i m e n t a l  d a t a  c o u l d  be  
w e l l  d e s c r i b e d  b y  a  o n e - c o m p a r t m e n t  o p e n  m o d e l  w i t h  
f i r s t - o r d e r  a b s o r p t i o n  a n d  f i r s t - o r d e r  e l i m i n a t i o n  
( 1 6 , 1 8 , 3 9 , 4 3 , 4 5 ) ,  a s  s h own  i n  F i g u r e  3.

Drug  
a t  t  = 0

F i g u r e  3 .  D i a g r a m  o f  o n e - c o m p a r t m e n t  p h a r m a c o k i n e t i c  
m o d e l  f o r  f i r s t - o r d e r  d r u g  a b s o r p t i o n  a n d  
f i r s t - o r d e r  e l i m i n a t i o n .  Ka  a n d  K a r e  t h e  
f i r s t - o r d e r  r a t e  c o n s t a n t s  f o r  a b s o r p t i o n  
a n d  e l i m i n a t i o n ,  r e s p e c t i v e l y ,  c i s  t h e  
d r u g  c o n c e n t r a t i o n  i n  p l a s m a  a n d  V i s  t h e
v o l u m e  o f  d i s t r i b u t i o n .
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T h i s  mo de l  i s  d e s c r i b e d  by t h e  f o l l o w i n g

= Ka F XQ ( e ' Kt -  e - K a t )
V (Ka -  K)

p l a s m a  c o n c e n t r a t i o n  o f  d ru g  a t  t i m e  t  
f r a c t i o n  o f  t h e  a d m i n i s t e r e d  d o s e  ( XQ ) 

t h a t  i s  a b s o r b e d
a p p a r e n t  v o l u m e  o f  d i s t r i b u t i o n  o f  d ru g  
i n  t h e  b ody

f i r s t - o r d e r  r a t e  c o n s t a n t s  f o r  
a b s o r p t i o n  and e l i m i n a t i o n ,  r e s p e c t i v e l y

To o b t a i n  t h e  b e s t  e s t i m a t e s  o f  t h e  
p a r a m e t e r s ,  t h i s  e q u a t i o n  was  u s e d  t o  f i t  t h e  d a t a  u s i n g  
a n o n l i n e a r  e s t i m a t i o n  p r o g r a m ,  PCNONLIN.  T he  i n i t i a l  
e s t i m a t e s  ( V, Ka and K) w e r e  o b t a i n e d  by u s i n g  g r a p h i c a l  
me t h o d  w i t h  t h e  met h od  o f  r e s i d u a l s  ( 5 3 )  ( A p p e n d i x  D ) .

By i n t r o d u c i n g  t h e  o b t a i n e d  i n i t i a l  
p a r a m e t e r  e s t i m a t e s  (V,  Ka and K) i n t o  PCNONLIN n o n l i n e a r  
e s t i m a t i o n  p ro g r a m and a u s i n g  met h od  2 f o r  a n a l y s i s  c o u l d  
e n a b l e  t h e  c o m p u t e r  p ro g ra m t o  e s t i m a t e  t h e  b e s t  e s t i m a t e s  
o f  V,  Ka and K. The b e s t  e s t i m a t e s  o f  t h e s e  p a r a m e t e r s  
t h e n  w e r e  u s e d  t o  c a l c u l a t e  t h e  o t h e r  p a r a m e t e r s  L i - e . ,  
t h e  a r e a  u n d e r  t h e  c o n c e n t r â t  i o n - 1 ime c u r v e  from t i m e  z e r o  
t o  t i m e  i n f i n i t y  AUC, h a l f - l i v e s  o f  Ka  and K, t i m e  t o  p ea k  
p l a s m a  c o n c e n t r a t i o n  ( t  _  ) a n d  t h e  m a x i m u m  p l a s m aID a  X

e q u a t i o n  ( 5 3 ) .

c

F

Ka ,K -
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c o n c e n t r a t i o n  a t  t h i s  t i m e  ( c _ _ „ ) ] by u s i n g  t h e  e q u a t i o n s111 c l A.

shown i n  A p p e n d i x  D and E.

5 . 2  S t a t i s t i c a l  a n a l y s i s

T h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  
p h a r m a c o k i n e t i c  e v a l u a t i o n  w e r e  s u b j e c t  t o  s t a t i s t i c a l  
a n a l y s i s .  The  S t u d e n t ’ s  t - t e s t  w a s  e m p l o y e d ,  a t  t h e  5% 
s i g n i f i c a n t  l e v e l ,  t o  a n a l y z e  t h e  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  
n o n s m o k i n g  m a l e s  and t h e  o t h e r  g r o u p s  o f  s u b j e c t s  ( i . e . ,  
n o n s m o k i n g  f e m a l e s ,  s m o k i n g  m a l e s ,  a n d  c h i l d r e n ) .  The  
S P S S / P C  p a c k a g e  w a s  u s e d  t o  p e r f o r m  a l l  s t a t i s t i c a l  
a n a l y s i s  i n  t h i s  s t u d y  ( A p p e n d i x  F ) .
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