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Pharmacokinetics of paracetamol in calf plasma and saliva

Summary

The aim of the investigation was the pharmacokinetics of paracetamol (as a model drug) in plasma and
saliva in calves at different ages. The experiment was carried out on 15 healthy calves of BW (Black-and-
-White) breed. Paracetamol (5 mg/kg bw.) was administered per os on the tenth, twentieth and fourteenth
days of the calves’ lives. The concentration of the model drug in the plasma was determined by the spectro-
photometric method. Pharmacokinetic parameters were estimated using a non-compartmental method by
means of the TopFit computer program. It was determined that paracetamol concentration in the plasma and
saliva was significantly different in many analyzed time points. Insignificant differences were observed in
10-day-old calves after 1.5, 2 and 3 hours after drug administration. In 20 and 40-day-old calves, insignificant
changes were observed after 2 and 3 hours after paracetamol administrations. In all examined animals
maximal paracetamol concentration was observed after 1 hour following drug administration. The obtained
results indicate that saliva is not a good biological fluid for the determination the paracetamol pharmaco-

kinetic parameters in calves.
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Paracetamol (N-acetylo-p-aminofenol) jest lekiem
o dzialaniu przeciwbolowym i przeciwgoraczkowym
(5, 6, 8, 10, 25). Efekt ten jest wynikiem hamowania
syntezy prostaglandyn (zmniejszenie aktywnosci cy-
klooksygenazy kwasu arachidonowego) w centralnym
uktadzie nerwowym (2, 33). Paracetamol zmniejsza
takze wrazliwo$¢ komorek nerwowych na dziatanie
takich mediatorow, jak kininy 1 serotonina (25, 33).
Paracetamol po podaniu doustnym wchtaniany jest na
drodze dyfuzji prostej (6, 25). Jest w ponad 95% me-
tabolizowany jest w watrobie (2, 5, 7, 13, 20, 29).
W hepatocytach ulega on reakcjom sprzg¢gania, gtow-
nie z kwasem glukuronowym przy udziale transferazy
glukuronowej (UDP-glukuronylotransferazy) (1, 2,
4, 13). Okoto 3-4% paracetamolu ulega utlenieniu do
N-acetylobenzochinoiminy. Reakcja ta jest katalizo-
wana przez enzymy kompleksu cytochromu P-450 (5,
6, 26). Sprzgganie paracetamolu z siarczanem jest
glownym szlakiem metabolicznym tego leku u mto-
dych organizmoéw, ,,charakteryzujacych” si¢ zmniej-
szona aktywnoscia glukuronylotransferaz (14, 15).

Wiele prac naukowych zawiera wyniki badan doty-
czacych zawarto$ci r6znych srodkow farmakologicz-
nych w $linie, w tym mozliwosci oceny farmakokine-
tyki lekow modelowych na podstawie okreslenia ich
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stgzenia w tym ptynie biologicznym — zamiast w 0so-
czu krwi (12, 16, 18, 19, 21, 24, 27). Badania nad
wykorzystaniem §liny jako materiatu biologicznego
w badaniach farmakokinetycznych dotycza glownie
ludzi, a ich rezultaty nie sa jednoznaczne (18, 19, 24,
27,31, 32).

Celem niniejszych badan byto poréwnanie wielkos$-
ci parametrow farmakokinetycznych paracetamolu
u cielat, wyliczonych na podstawie stQZenia W 0soczu
Zyjna ocena farmakokmetykl tego leku modelowego
(markera do posredniej oceny aktywno$ci enzymow
katalizujacych procesy II fazy biotransformacji watro-
bowej) u tych zwierzat na podstawie jego st¢zenia
w $linie.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na 15 cielgtach rasy czarno-
-biatej w 10., 20 i 40. dniu zycia. W czasie trwania eks-
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perymentu zwierzgta byty utrzymywane w ujednoliconych
warunkach $rodowiskowych i zywione zgodnie z ogdlnie
przyjetymi normami.

W trakcie trwania badan cielgta nie otrzymywatly zad-
nych $rodkéw farmakologicznych mogacych wchodzi¢
w interakcje farmakokinetyczna i biochemiczng z parace-
tamolem.

Protokot badan zostat zaakceptowany przez Lokalna
Komisj¢ Etyczna ds. Do§wiadczen na Zwierzgtach (zezwo-
lenie 31/2002).

Paracetamol (Codipar Glaxo-Wellcome, Poznan) poda-
wano per os w dawce 5 mg/kg m.c. Krew (okoto 5 ml)
pobierano do probowek zawierajacych 250 j.m. heparyny
(Heparinum—Jelfa) przed ,,0” oraz po uptywie 0,25, 0,5,
1,0, 1,5,2,0, 3,0, 4,0, 6,0, 8,0, 10,0 godzin od podania sub-
stan(:Jl testowej. Probkl shny (okolo 1 ml), zgodnie z meto-
da oplsanac przez Janusa i WSp. (12), zbierano w tym sa-
mym czasie co krew. Krew i §ling (w celu osadzenia muko-
polisacharydow) wirowano (4000 g, 15 min.). Uzyskany
po odwirowaniu materiat biologiczny przechowywano
w temperaturze —20°C do czasu przeprowadzenia analiz.
Stezenie paracetamolu w osoczu krwi i Slinie oznaczono
metoda spektrofotometryczna (28). Sredni ,,0dzysk” pa-
racetamolu z osocza wynosit 95,8 £ 2,9%, natomiast ze
sliny 94,4 + 3,3%. Czulos¢ metody wynosita dla osocza
0,20 pg/ml, a dla $liny 0,24 pg/ml. Wielkos$¢ parametrow
farmakokinetycznych paracetamolu 0znaczono metoda nie-
kompartmentowa przy wykorzystaniu programu TopFit 2.0.
Wyliczono nastgpujace parametry farmakokinetyczne: ste-
zenie maksymalne — C _ (ng/ml); czas osiagnigeia steze-
nia maksymalnego —T __ (min.); objgto$¢ dystrybucji —V
(1); wzgledna objetos¢ dystrybucji — V, (I/kg); $redni czas
przebywania w organizmie — MRT (min.); okres pottrwa-
nia t . (min.); klirens metaboliczny — Cl_ (ml/min.);
wzgledny klirens metaboliczny — Cl_ (ml/min./kg); pole
powierzchni pod krzywa — AUC (ug x h x ml™).

Stopien wiazania paracetamolu przez biatka osocza wy-
liczono zgodnie ze wzorem:

F,=1-V_ /V,
gdzie: V, — objetos¢ dystrybucp paracetamolu okreslana
na podstaw1e zmian st¢zenia tego leku w osoczu krwi;
V. —obj qtosé dystrybucji paracetamolu okreslana na pod—
staw1e zmian st¢zenia tego leku w $linie.

Przy pomocy testu t-Studenta oceniono istotnos¢ roéznic
wielko$ci parametrow farmakokinetycznych paracetamo-
lu: osocze vs. $lina.

Wyniki i omowienie

W przeprowadzonym doswiadczeniu wykazano, ze
stezenia paracetamolu w osoczu krwi i §linie cielat
r6znia si¢ istotnie w wigkszosci analizowanych punk-
tow czasowych. Statystycznie nieistotne rdéznice za-
obserwowano u zwierzat 10-dniowych po uptywie
1,5, 2 i 3 godzin, natomiast u 20- i 40-dniowych —
2 i 3 godzin od podania leku modelowego. U cielat
10-, 20- 1 40-dniowych maksymalne stezenie parace-
tamolu w osoczu i §linie zaobserwowano po uptywie
1 godziny od podania per os (ryc. 1-3).

Wielko$¢ analizowanych parametréw farmakokine-
tycznych paracetamolu obliczanych na podstawie stg-
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zenia leku modelowego w osoczu krwi i $linie roznita
si¢ istotnie (tab. 1).

Interpretacja uzyskanych w niniejszym doswiadcze-
niu wynikow jest stosunkowo trudna, ze wzgledu na
istnienie znaczacych réznic migdzygatunkowych far-
makokinetyki paracetamolu (2, 3, 13, 17, 20, 22,
23, 25) oraz brak publikacji dotyczacych stezenia tego
leku w $linie zwierzat. Biorac powyzsze pod uwage,
rezultaty przeprowadzonych badan skonfrontowano
gléwnie z danymi uzyskanymi u ludzi. Stwierdzone
w doswiadczeniu wielkosci objgtosci dystrybucji pa-
racetamolu sa zblizone do rezultatéw badan przepro-
wadzonych u prosiat (22, 23). Nieco nizsze wartosci
obserwowano u mtodych krélikow (20), natomiast zde-
cydowanie wyzsze u wielbtadow (3). Okres pottrwa-
nia oraz Sredni czas przebywania paracetamolu w or-
ganizmie okazaly si¢ zblizone do wynikow badan
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i Osocze cielat $lina cielat Osocze cielat $lina cielat Osocze cielat $lina ci_elgt
10. dzien 10. dzien 20. dzien 20. dzien 40. dzien 40. dzien
Cpnax (ng/ml) 6,87 = 0,57 5,40 £ 0,53* 7,38 + 0,63 5,92 + 0,57* 7,80 £ 0,68 6,51 + 0,48*
Tinay (Min.) 72,00 + 9,00 87,00 + 11,0* 65,00 + 7,00 80,00 + 7,00* 59,00 + 6,00 74,00 = 8,00*
vy () 28,04 = 2,96 31,20 £ 2,77* 32,15 £ 3,07 36,05 + 3,65* 39,20 = 3,89 45,50 + 4,14*
V, (I/kg) 0,701 + 0,058 0,780 + 0,066* 0,642 + 0,053 0,720 +0,071* 0,560 + 0,047 0,650 +0,057*
MRT (min.) 100,00 = 9,00 120,00 + 13,0* 88,00 = 8,00 105,0 = 10,0* 75,00 = 7,00 92,00 +10,0*
T1,2/3 (min.) 89,00 + 7,00 106,00 + 11,0* 80,00 + 6,00 94,00 + 8,00* 70,00 + 6,00 85,00 + 8,00*
Cl, (ml/min.) 296,80 = 30,20 246,00 = 26,4* 395,8 + 38,4 337,0 + 33,5* 595,0 = 60,1 521,5 + 48,7*
Cl;, (ml/min./kg) 7,42 + 0,84 6,15 + 0,65* 7,94 + 0,95 6,74 £ 0,72* 8,50 + 0,74 7,45+ 0,68*
AUC [pg*h*ml™) 12,10 =+ 1,90 16,70 = 2,20* 10,20 = 1,30 13,90 + 1,80* 8,50 + 0,90 11,90 £ 1,50*

Objasnienia: * —réznice istotne statystycznie na poziomie p < 0,05 migdzy osoczem a $ling w poszczeg6lnych grupach wiekowych cielat

Monshowuera i wsp. (22, 23); zdecydowanie krotszy
t,, 1 MRT stwierdzili natomiast Ali i wsp. (3) oraz
McNamara i wsp. (20). Wielkosci klirensu metabo-
licznego paracetamolu u badanych cielat sa nieco niz-
sze od obserwowanych przez Monshouwera i wsp. (22,
23) oraz zdecydowanie nizsze od podawanych przez
Ali i wsp. (3) oraz McNamarg 1 wsp. (20).

W wielu badaniach okreslano farmakokinetyke le-
kéw w oparciu o pomiar ich st¢zenia w $linie u ludzi
(4, 6, 18, 24, 30-32). Natomiast bardzo nieliczne sa
publikacje dotyczace wykorzystania $liny w badaniach
farmakokinetycznych u zwierzat (12). Zaleta $liny jako
materialu biologicznego wykorzystywanego w bada-
niach farmakokinetycznych jest m.in. nieinwazyjno$¢
pobierania probek (6, 16, 18, 21). Oznaczenie stgze-
nia leku w $linie i poréwnanie z koncentracja w 0so-
czu pozwala na oznaczenie wielko$ci wolnej frakcji
danej substancji farmakologicznej (12, 16, 27). Wia-
domo, Ze tylko wolna frakcja leku moze przenikac bto-
ny biologiczne, wiaza¢ si¢ z receptorem oraz ulegaé
biotransformacji (16, 27, 34). Wielkos¢ frakcji wolnej
leku zalezy od wielu czynnikéw, m.in. od jego calko-
witego stezenia, powinowactwa do biatek, stezenia
biatek, obecnosci wielu substancji endo- i egzogen-
nych (16, 24, 34).

Uzyskane wyniki wskazuja, iz farmakokinetyka pa-
racetamolu w osoczu i $linie cielat po podaniu per os
rozni sig istotnie. Odmienne wyniki uzyskano u ludzi
w odnos$nie do innych (antypiryna) lekow modelowych.
Niektorzy autorzy (30-32) wykazali zblizone wielko$-
ci objgtosci dystrybucji, okresu pottrwania i metabo-
licznego klirensu antypiryny, niezaleznie od rodzaju
materiatu biologicznego (osocze, §lina) wykorzysty-
wanego do oznaczen parametrow farmakokinetycz-
nych. Podobne zjawisko zaobserwowano u cielat
w przypadku kofeiny (11).

Jednym z ilo$ciowych wskaznikow transportu sub-
stancji z krwi do $liny jest tzw. wspotczynnik przeni-
kalno$ci, wyrazajacy stosunek koncentracji substan-
cji w Slinie do jej stezenia w osoczu (16, 24, 27). Wiel-

kosci tego wspotezynnika zblizone do jednego obser-
wuje sig W tych przypadkach gdy szybko$¢ przenika-
nia leku jest wigksza lub rowna szybkosc1 wydziela-
nia §liny (salivary flow). W przeciwnym przypadku
wspolczynnik ten jest mniejszy od jednosci (18, 19,
27). Rozdzial srodkéw farmakologicznych migdzy $li-
na 1 osoczem wynika nie tylko z wtasciwosci tych pty-
now biologicznych 1 oddzielajacych je barier tkanko-
wych, ale takze wlasciwosci wprowadzanych do or-
ganizmu substancji (stopien jonizacji, rozmiary czas-
teczek, lipofilnos¢) (16, 21, 24). Wykazano, iz zdecy-
dowana wigkszo$¢ lekow przechodzi do $liny na dro-
dze dyfuzji, a ich zdolno$¢ do przenikania koreluje
dodatnio z lipofilnoscia, ujemnie zas z wielkoscia czas-
teczki (16, 27, 34). Stwierdzono réwniez, ze zjonizo-
wana forma zwiazku (leku) przenika przez bariery bio-
logiczne w znacznie mniejszym stopniu niz forma
,»obojetna” (19, 21). Na podkreslenie zastuguje jedno-
czesnie fakt, iz w zwiazku z istnieniem gatunkowych
réznic w przenikaniu §rodkoéw farmakologicznych
z krwi do $liny, przy porownywaniu wynikow ekspe-
rymentow przeprowadzonych na réznych gatunkach
zwierzat 1 u ludzi zachowac trzeba duza ostrozno$c
(12, 18, 24, 27).

W przeprowadzonych badaniach wspotczynnik dys-
trybucji paracetamolu migdzy osoczem a $linag wahat
si¢ u badanych cielat w granicach 0,859-0,897. Nieco
wyzsze wartosci (0,960-0 985) odnosnie do antypi-
ryny i kofeiny, podaja Janus i wsp. (11, 12).

Stwierdzony w niniejszych badaniach stopien wia-
zania paracetamolu z biatkami osocza (Fb) ksztatto-
wal si¢ na poziomie 10%-14% aktualnego stezenia tej
substancji w osoczu 1 wzrastat wraz z wiekiem bada-
nych zwierzat. Wskazuje to na stosunkowo niewiel-
kie wiazanie tego leku przez biatka osoczowe. Steze-
nie leku we krwi jest suma frakcji wolnej i zwiazanej
(1 21,24,27). W $linie obecna jest tylko frakcja ,,wol-

(16 18 34). Biorac pod uwagg, ze $rodki farma-
kolog1czne przenikaja do §liny giownie na drodze dy-
fuzji (12, 24, 34) ich wielko$¢ wiazania z biatkami
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osocza jest pochodng rdéznicy migdzy objgtosciami
dystrybucji obliczonymi dla osocza (V) i $liny (V,):
im wigksza jest frakcja zwiazana, tym mniejsza V
w poréwnaniu do V..

Uzyskane wyniki badan (istotne statystycznie roz-
nice wielko$ci parametréw farmakokinetycznych pa-
racetamolu okreslanych na podstawie stezenia w 0so-
czu krwi i $linie) wskazuja, ze $lina nie moze by¢ wy-
korzystywana jako materiat biologiczny shuzacy do
precyzyjnej oceny metabolizmu tego leku u cielat.
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