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Diurnalchangesofantipyrinebiotransfotmationincalves

Summary
The aim of this study was to determine the ,,day-night" changes of the antipyrine biotransformation rate in

calves.
The experiment was carried out on 10 bulls-calves of the black and white breed. During the exPeriment the

animals were kept in uniform environmental condidions and constant light/dark cycle - LlD = I2:I2. The
antipyrine test was performed on days 10,20 and 40 after birth. Antipyrine was administered intravenously at
a dose of 1000 mg in a LOVo sterile solution. Pharmacokinetic parameters of antipyrine were calculated from
the elimination curve in two time-intervals (9.00-17.00 - ,,day"; 21.00-5.00 - ,,night"), by means of the TopFit
2.0 test.

Mean values of half-life and metabolic clearance of antipyrine for all examined calves (n = 10) did not differ
significantly. Based on results obtained in each calf, the examined population was divided into2 groups: in 7
calves a decrease of antipyrine half-life and an increase of metabolic clearance during the day were coR-
firmed. The observed changes increased with the age of the examined calves. A different phenomenon was
observed in 3 calves - antipyrine elimination from plasma was faster during the night. A|so in this case
observed changes increased with the age of the calves. The initial concentration of antipyrine and the distri-
bution coefficient did not differ significantly between day and night.

Badania farmakokinetyczne wskazują na istnie-
nie rytmiki okołodobowej metabolizmu wielu środ-
ków farmakologicznych (6, 9, 77, 12, 14,20). Jest
ona, między innymi, wynikiem dobowych zmlan
aktywności monooks y genaz mikro somalnych hepa-
tocytów (1, 10, 75,20,żI),Znajomość rytmiki oko-
lodob owej (dobowych zmi an) aktywności enzymów
uczestniczących w wątrobowym metabolizmie kse-
nobiotyków ma istotne znaczenie z punktu widze-
nia farmakologii i toksykologii (6, l0,20,23).

Dla określenia aktywności systemu monooksyge-
naz mikrosomalnych hepatocytów zależnych od cy-
tochromu P-450 najczęściej stosuje się test polega-

jący na określeniu parametrów kinetyki antypiryny
(5, 8, 18, żż).Test antypirynowy jest powszechnie
uznawanym badaniem umozliwiaj ącym prueprowa-
dzenie w warunkach in vivo najpełniejszej oceny
wydolności metabolicznej układu MFO-P-450 (1 3,
I8,2ż,36).

Dobowa zmienność farmakokinetyki antypiryny
u ludzi i mvierząt laboratoryjnych była jlż przed-
miotem badań zarówno autorów polskich (11, 19,
3ż) jakizagranicznych (2,30, 33), Rzadko spotyka
się natomiast publikacje dotyczące dobowych zmian
szybkości metabo]izmu tej substancji testowej u
zwierząt gospodarskich, Przeprowadzone badania
miały na celu ocenę farmakokinetyki antypiryny,
okołodobowych (dzień-noc) różnic w szybkości bio-
transformacji wątrobowej u cieląt w róznym wieku.') Praca rłJ,konana i iinansowana w ramach grantu |r BWlDlZ,l55l95



Thb. 1. Wartości średnie (i t s) parametrów farmakokinetycznych antypiryny
u badanych cieląt

Matetial i metody

Materiał. Doświadczenie przeprowadzono na 10 kli-
nicznie zdrowych cielętach-byczkach rasy czarno-bialej
w 10., ż0.I40. dniu życia. W trakcie trwania ekspery-
mentu zwierzętabyly utrzymyrvane w ujednoliconych wa-
runkach środowiskowych (L/D = Iż:I2) i zywione zgod-
nie z ogólnie przyjętymi normami.

Przed r ozpoczęciem doświadc zenia zlłv ięrzęta podda-
n o zabi e gowi kat eteryza cji zyly szyj nej zew nętt zne1. Z a-
bieg ten umożliwił pobieranie próbek kr-wi w krótkich
odstępach czasu.

W trakcie trwania badań cielęta nie otrzymyrvały żad-
nych preparatów mogących wchodzi w interakcję far-
makokinety czną i biochemiczną z anĘpiryną.

Test antypirynolvy. Cielętom podano w 10., 20. i 40.
dniu zycia 1000 mg antypiryny (Sigma Chem. Co. - St.
Louis, USA) w postaci jednorazowej iniekcji dozylnej
(jako tzw. bolus), w postaci I07o sterylnego roztworu.
Próby krwi do analiz pobierano przed (0) oraz po 7,2,
3, 4, 5, 6,'7, 8, 70, 72, 14, 76, 78, ż0, żż i ż4 godzinach od
podania substancji testowej. Krew pobierano do probó-
wękz heparyną (250 j.m. Heparinum-Jelfa), a następ-
nie odwirow}rvano osocze (4000 g, 15 min.). Do czasu
przeprowadzenia analiz próby przechowyrvano w tem-
peraturze - 20'C.

Stęzenie antypiryny w osoczu krwi
oznaczano metodą spektrofotome-
tryczną (4).

Obliczenia farmakokinetyczne.
Farmakokinetykę antypiryny określa-
no według modelu jednokompart-
mentowego otwartego, przy wykorzy -

staniu oznaczeń w fazie wolnej (B)
eliminacji tej substancji (B, 13, żż).
Fazacr stanowi jedynie około 80ń pola
powierzchni pod krąnvą (AUC) i dla-
tego moze być pominięta w oblicze-
niach (8, 18, 36). Współczynnik eli-
ńinacji antypiryny (k) oraz stęzenie
początkowe (Cu) obliczono metodą
najmniejszych kwadratów z krrywej
stęzeń tej substancji w osoczu w od-
niesieniu do czasu (t). Wielkość kli-
rensu metabolicznego antypiryny
(Clo) wyliczono zgodnie ze wzorem,.
Cl" = Vd , k, gdzie Vo - objętość dys-
trybucji antypiryny obliczona wedlug
wzoru: Vu = D/C,,; D - dawka antypi-
ryny.

Wielkości badanych parametrów
farmakokinetycznych antypiryn1, ob-
liczono na podstawie analizy krzy-
wych climinacji tej substancji testo-
wej (program TopFit 2.0), w dwóch
przedzialach czasowych (9.00-] 7.00 -
dzieńi 21.00-5.00 - noc).

Obliczenia statystyczne. Uzyskane
wyniki opracowano statystycznię za
pomocą testu t-Studenta. Do obliczeń

wykorzystano plogram STATGRAPHICS (v. 5.0).

Wyniki iomówienie
Uzyskane wyniki zamieszczono w tab. 1-3.
Srednie wielkości okresu półtrwania antypiryny

dla przedziału czasowego dzień w całej badanej
populacji cieląt wynosiły w przypadku cieląt 10-
-dniowych - 13,05 h, 20-dniowych - 11,80 h, nato-
miast 4O-dniowych - 10,84 h, a wielkości okresu
półtrwania antypiryny wynosiły dla przedziahl, cza-
sowego noc odpowiednio 73,66 h, 12,44 h i 12,09 h
(tab. 3). Zaobserwowane różnice nie okazały sig
Statystycznie istotne (tab. 3).

Potwierdzenia statysty cznego nie uzyskały rów-

Wyniki oznaczeń parametrów farmakokinetycz-
nych antypiryny u poszczególnych cieląt pozwoliły
na wyodrębnienie wśród badanych zwierząt dwóch
podgrup: u, 7 cieląt stwierdzono istotnie krótszy
okres półtrwania i większy klirens metaboliczny
antypiryny w dziefl, przy czym obserwowane ten-



dencje ulegały zwiększenil wraz
z wiekiem badanych zwierząt (tab.
l, ż).U 3 cieląt zaobserwowano
zjawisko odwrotne, tzn. antypi-
ryna była szybciej eliminowana
(krótszy okres półtrwania) z
krwiobiegu w nocy. Także u Ęch 3
cieląt stwierdzon o rwiększanie sig
różntc między wartościami dla
dnia i nocy w wielkości t05 i ClA
w r az z w ieki em b ad any ch nv ierząt
(tab. 1, 2). Nie obserwowano na-
tomiast istotnych różnic stęzenia
początkowego (Cn) oraz współ-
czynnika dystrybucji antypiryny
(A) między średnimi dla okresu
dnia i nocy.

Szczegółowe omówienie uzy-
skanych wyników j est stosunkowo
trudne. Brak jest bowiem w do-
stępnym piśmiennictwie porówny-
walnych danych doĘczących oce-
ny dobowych wahań aktywności
układu monooksy genaz mikroso-
malnych hepatocyt ów zależnych
od cytochromu P-450 l rwierząt
gospodarskich. Przegląd nielicz-
nych danych z piśmiennictwa do-
ty czący ch f armakokinetyki śro d-
ków farmakologicznych, metabo-
lizowanych przez enzymy systemu
MFO-P-450. wskazuje na istnienie
okołodobo}vych zmian parame-
trów charakteryzljących ab-
sorpcję, dystrybucję, metabolizm i
wydalanie leku (6, 9,I0,14,żl),

Analiza wielkości p arametrów
farmakokinetycznych antypiryny
wskazuje pośrednio na istnienie
r óżnic akłwno ści monooksy genaz
mikrosomalnych hepatocytów za-
leżnychod cytochromu P-450 u ba-
danych cieląt w czasie godzin
dziennych i nocnych. Podobne wy-
niki uzyskano u szczurów (ż, 1)
oraz |l l;dzi (9 -lż, 14, 29, 30).

Za istnieniem rytmiki okołodo-
bowej biotransformacji szeregu
środków farmakologicznych prze -

mawiają taWe wyniki badań nad
aktylvnością enzymów kompleksu MFO in vitro.
Jori i wsp. (16) orazRadzialowski i Bousquet (26)
wykazali m.in., ze szybkość N-demetylacji amino-
piryny przez monooksygenazę frakcji mitochon-
drialnejwątroby szczlrów i myszy jest największa o
godz.2.00, a najmniejsza o godz.14.00. Wykazano
r ównież, iz odwrócenie cyklu,, światło-ciemność"

Tab.Z.Iilzględne (Vo) średnie różnicewielkości parametrów farmakokinetycznych
antypiryny u badanych cieląt

Tab.3. Średnie ,,dzienne" i ,,nocne" wielkości parametrów farmakokineĘcznych
antypiryny u badanych cieląt (dane dla calej populacji) (n = 10, x + s)

Objaśnienie: średnie ,,dzienne" i ,,nocne" wielkości parametrów farmakokine§cz-
nych antypiryny dla całej badanej populacji cieląt nie różnią się istotnie (p>0,05).

powoduj e inwersj ę rytmiki około dobowej aktywno-
ści monooksygenaz wątrobowy ch, przy czym j e st to
szczegóInie widoczn e w pr zypadku N-dem etylazy
aminopiryny i oksydazy heksobarbitalu (16), Nair i
Casper (24) stwierdzili natomiast, iż ciągła ekspo-
zycja rwierząt na światło lub ciemność całkowicie
znosi dobową rytmikę aktywności MFO, Wykaza-
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no równiez , iż czynnlkiem znoszącym dobow e zmia-
ny aktywności niektórych monooksygenaz mikro-
somalnych hepatocytów j est podawanie induktorów
te go ukła du enzymaty czne go, np. fenob arbitalu ( 26 )
lub 3-metylocholantrenu (1),

W badaniach przeprowadzonych na szcnrach
Kagan i wsp. (17 ) wykazali, iz minim alna zaw artość
cyto chromu P- 45 0 pr zyp ada na p o czątek f azy j asn ej
dobowego cyklu aktywności oraz, ze aktywność re-
duktazy cytochromu P-450 ulega zmianom zgodnym
ze zmianami ilości wsp ółdziałającego zniącytochro-
mu. Birt i Hines (3) zaobserwowali natomiast ist-
nienie podobnych dobowych zmian stęzenia białka
mikrosomalnego i cytochromu P-450 w wątrobie
chomika syryjskiego. Nalezy podkreślió, iz w świe-
tle wyników najnowszychbadafi coraz więcej zwo-
lenników zyskuje hipoteza sugerująca, iz dobowym
zmianom aktywności ulegają jedynie niektóre izo-
enzymy cytochromu P-450 (22, 34, 35).

NaleĄ mieć równieżna uwadze fakt, że rytm ak-
Ęwności enzymów biorących udział w procesach
b iotran sform acj i wątrob owej leków nv iązany j est z
dobowymi zmianami stężeń niektórych hormonów,
zxvłaszcza steroidowych (10, ż0, 37). Istotną rolę
odgrywają szczegóInie dobowe zmiany stęzenia hy-
dro ko rtyzonu, ho rm o nu m aj ące go znaczący wp ływ
na aktyrvność polimerazy RNA II, a więc pośred-
nio na powstawanie mRNA w hepatocytach, co z
kolei znajduje odbicie w szybkości biosyntezy en7ry-
mów mikrosomalnych, w tym i monooksy9enazza-
leznych od cytochromu P-450 (I0,20,27 ,31,,3]),

Na podstawie analizy wielkości parametrów far-
makokinety cznych antypiryny wśród badanej popu-
lacji cieląt wyrózniono 2 podgrupy: u7 cieląt anty-
piryna eliminowana była z organizmu szybciej w
dzień niżw nocy (dodatnie różnice klirensu meta-
bolicznego od 19 do 25%), natomiast u 3 pozosta-
łych osobników subst_alcj.a ta ulegała szybszej eli-
minacji w nocy niżw dzień (ujemne rlżnice kliren-
su metabolicznego w granicach odZl do26%).Uzy-
skane wyniki są zb ieżne z r ezultatami do świ adcze ń
Hartleba i wsp. (11), którzy analinljąc dobową
zmienność szybkości metabolizmu antypiryny u lu-
dzi wyr óżnili w b adanej popul acj i p o dgrupy :,,dzien-
nych eliminatorów" i,,nocnych eliminatorów". Au-
torzy ci stwierdzili jednak istnienie w badanej po-
pulacji (n=9) trzeciej podgrupy, tzn. osobników, u
których nie ob s erwowano zmian szybko ści elimina-
cji anĘpiryny w za\eżności od pory doby.

Próbując wyjaśnió zaobserwowane w doświadcze-
niu istnienie ,,dzienno-nocnych" różnic okresu pół-
trwania i metabolicznego klirensu antypirynyu cie-
Iąt,naleĘwziąó pod uwagę sugestie zawartęw pracy
Hartleba i wsp. (11). Autorzy citłlmaczą dobową
zmienność szybkości metabolizmu antypiryny u lu-
dzi genetycznie uwarunkowanymi różntcami akĘw-
ności monooksy genaz mikrosomalnych hep atocy-

tów zależnych od cytochromu P-450. Uwazają oni,
ze występowanie ,,dziennych", ,,nocnych" i nieza-
Ieżny ch o d pory doby,, eliminatorów" antypirymy j e s t
cechą osobniczą. Podobne zdanie wyrażaw swych
pracach Vesell (34, 35).

Uzyskane w przeprowadzonym doświadczeniu
wyniki wskazują pośrednio, iz aktywność monook-
sy genaz mikrosomalnych hepatocytów zaleznych od
cytochromu P-450 u cieląt wykazuje istotne ,,dzien-
no-nocne" różnice. Większośó badanej populacji
cieląt (]0%) charakteryzowało się większą ak§łv-
nością tego układu enzymatycznego w ciągu dnia.
O dmienn e zj awisko z aob serwowano j e dyn ie tt 30 Vo

badanych cieląt.
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