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Praca oryginalna Original paper

Do po�redniej oceny aktywno�ci enzymów katalizu-
j¹cych reakcje biotransformacji w¹trobowej coraz czê�-
ciej wykorzystuje siê tzw. leki modelowe. Na podsta-
wie ich farmakokinetyki mo¿na okre�liæ wydolno�æ
metaboliczn¹ uk³adów enzymatycznych uczestnicz¹-
cych w poszczególnych fazach biotransformacji w he-
patocytach. Do leków pozwalaj¹cych oceniæ szybko�æ
reakcji I fazy biotransformacji zalicza siê m.in. antypi-
rynê i kofeinê (4, 7-9, 14, 15, 17).

Paracetamol oprócz zastosowania terapeutycznego
jest stosowany równie¿ w badaniach farmakokinetycz-
nych jako lek modelowy (marker) s³u¿¹cy do badania
czynników wp³ywaj¹cych na aktywno�æ enzymów
uczestnicz¹cych w procesach II fazy biotransformacji
w¹trobowej (1-4, 10, 13, 16).

Ze wzglêdu na mechanizm eliminacji paracetamol na-
le¿y do tzw. pierwszej grupy leków, co oznacza, i¿ jego
eliminacja zale¿y g³ównie od wydolno�ci metabolicz-
nej komórek w¹troby, nie zale¿y natomiast od przep³y-
wu w¹trobowego ani od zwi¹zania z bia³kami (1, 4, 10,
16). Leki tej grupy charakteryzuj¹ siê niskim klirensem

wewnêtrznym, ma³ym wspó³czynnikiem ekstrakcji i nie-
wielkim stopniem wi¹zania z bia³kami (4, 10, 16). S¹
one wolniej eliminowane, gdy zmniejsza siê wydolno�æ
metaboliczna w¹troby (4, 10, 18).

Klasyczny test paracetamolowy polega na podaniu
(do¿ylnym lub per os) okre�lonej ilo�ci tego leku i ozna-
czaniu jego stê¿enia we krwi pobranej w okre�lonych
przedzia³ach czasowych (4, 5, 10, 15, 16). Z regu³y pod-
czas wykonywania testu pobiera siê od 10 do 12 pró-
bek krwi.

Od wielu lat podejmowane s¹ próby opracowania
uproszczonych wariantów testów pozwalaj¹cych na po-
�redni¹ ocenê aktywno�ci enzymów katalizuj¹cych pro-
cesy biotransformacji w¹trobowej w oparciu o ozna-
czanie stê¿enia leków modelowych w niewielkiej
ilo�ci próbek materia³u biologicznego (5, 7, 14, 16).
Pozytywne wyniki uzyskano do tej pory w odniesieniu
do antypiryny (7, 14, 20, 21) i kofeiny (9, 17).

Celem przeprowadzonych badañ by³o stwierdzenie,
czy mo¿liwe jest precyzyjne okre�lenie farmakokine-
tyki paracetamolu u ciel¹t przy pomocy uproszczonego
wariantu testu paracetamolowego polegaj¹cego na zna-
cz¹cym ograniczeniu ilo�ci pobieranych prób materia-
³u biologicznego (krwi) wykorzystywanego do analiz.
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Summary
The aim of the investigation was the modification of the paracetamol (as a model drug) test for calves.

We examined if a precise determination of the pharmacokinetics of paracetamol (indirectly the activity of
enzymes catalyzing the reaction of phase II of hepatic biotransformation) was possible using a simplified
paracetamol test. 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 a model drug in plasma was determined by the spectrophotometric method in 10,
as well as 3 and 4 samples. Pharmacokinetic parameters were estimated using a non-compartmental method,
via the TopFit computer program. The values of pharmacokinetic parameters of paracetamol estimated in
�simplified variants� significantly correlated (r = 0.874-0.985) with data obtained in a full test. The highest
coefficients of the correlation was observed when the concentration of paracetamol was determined at 3, 4, 6
and 8 hours after the model drug administration. Summing up, it was determined that it is possible to evaluate
precisely and indirectly the biotransformation activity in calves (activity of UDP-glucuronyltransferase
and sulfonyltransferase) using a simplified variant of paracetasmol test, based on the determination of the
concentration of the model drug in 3-4 blood samples.
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Materia³ i metody
Badania przeprowadzono na 15 cielêtach rasy czarno-bia³ej

w 10., 20. i 40. dniu ¿ycia. W czasie trwania eksperymentu zwie-
rzêta by³y utrzymywane w ujednoliconych warunkach �rodowi-
skowych i ¿ywione zgodnie z ogólnie przyjêtymi normami.

W trakcie trwania badañ cielêta nie otrzymywa³y ¿adnych �rod-
ków farmakologicznych mog¹cych wchodziæ w interakcjê farma-
kokinetyczn¹ i biochemiczn¹ z paracetamolem.

Protokó³ badañ zosta³ zaakceptowany przez Lokaln¹ Komisjê
Etyczn¹ ds. Do�wiadczeñ na Zwierzêtach (zezwolenie 31/2002).

Paracetamol (Codipar Glaxo-Wellcome, Poznañ) podawano
per os w dawce 5 mg/kg m.c. Krew (oko³o 5 ml) pobierano do
probówek zawieraj¹cych 250 j.m. heparyny (Heparinum�Jelfa)
przed 0 oraz po up³ywie 0,25; 0,5; 1; 1,5; 2; 3; 4; 6; 8; 10 godzin
od podania substancji testowej. Krew wirowano (4000 g, 15 min.).
Uzyskane po odwirowaniu osocze przechowywano w temperatu-
rze �20°C do czasu przeprowadzenia analiz. Stê¿enie paraceta-
molu w osoczu krwi oznaczono metod¹ spektrofotometryczn¹
(19). �redni �odzysk� paracetamolu z osocza wynosi³ 95,8 ± 2,9%.
Czu³o�æ metody wynosi³a 0,20 µg/ml. Wielko�æ parametrów far-
makokinetycznych paracetamolu oznaczono metod¹ niekompart-
mentow¹ przy wykorzystaniu programu TopFit 2,0. Wyliczono
nastêpuj¹ce parametry farmakokinetyczne: objêto�æ dystrybucji
� V

d
 (l/kg); �redni czas przebywania w organizmie � MRT (min.);

klirens metaboliczny � Cl
m
 (ml/min./kg):

� we wszystkich pobranych próbkach krwi (0,25; 0,5; 1; 1,5;
2; 3; 4; 6; 8; 10 godzin od podania substancji testowej) � wariant
�pe³ny� (A);

� w próbkach pobranych po up³ywie 2, 3, 4, 6 godzin od po-
dania paracetamolu � wariant (B);

� w próbkach pobranych po up³ywie 2, 4, 6, 8 godzin od po-
dania paracetamolu � wariant (C);

� w próbkach pobranych po up³ywie 3, 4, 6, 8 godzin od po-
dania paracetamolu � wariant (D);

� w próbkach pobranych po up³ywie 2, 3, 4, 8 godzin od po-
dania paracetamolu � wariant (E);

� w próbkach pobranych po up³ywie 3, 6, 8 godzin od poda-
nia paracetamolu � wariant (F);

� w próbkach pobranych po up³ywie 4, 6, 10 godzin od poda-
nia paracetamolu � wariant (G);

� w próbkach pobranych po up³ywie 4, 8, 10 godzin od poda-
nia paracetamolu � wariant (H).

Uzyskane wyniki opracowano statystycznie wykorzystuj¹c
program Statistica v. 6.0.

Wyliczono wspó³czynniki korelacji liniowej Pearsona (r) miê-
dzy pe³nym wariantem testu paracetamolowego � polegaj¹cym
na oznaczaniu wielko�ci parametrów farmakokinetycznych leku
modelowego we wszystkich pobranych próbkach materia³u bio-
logicznego (krwi) a wariantami uproszczonymi.

Wyniki i omówienie
Interpretacja uzyskanych w niniejszym do�wiadczeniu

wyników jest stosunkowo trudna, ze wzglêdu na istnienie
znacz¹cych ró¿nic miêdzygatunkowych w farmakokinety-
ce paracetamolu (2-5, 10, 13, 16). Paracetamol w ponad
95% metabolizowany jest w w¹trobie (2, 5, 10, 13). W he-
patocytach ulega on reakcjom sprzêgania, g³ównie z kwa-
sem glukuronowym przy udziale transferazy glukuronowej
(UDP-glukuronylotransferazy) oraz z siarczanem (reakcja
ta jest katalizowana przez sulfonylotransferazy) (2, 5, 10,
17). Oko³o 3-4% paracetamolu ulega utlenieniu do N-ace-
tylobenzochinoiminy. Reakcja ta jest katalizowana przez
enzymy kompleksu cytochromu P-450 (2, 5, 6). Sprzêga-
nie paracetamolu z siarczanem jest g³ównym szlakiem
metabolicznym tego leku u m³odych organizmów, u któ-
rych w hepatocytach stwierdzono mniejsz¹ aktywno�æ glu-
kuronylotransferaz (10-12).

Stwierdzone w do�wiadczeniu wielko�ci objêto�ci dys-
trybucji paracetamolu s¹ zbli¿one do rezultatów badañ prze-
prowadzonych u prosi¹t (16, 17). Nieco ni¿sze warto�ci
obserwowano u m³odych królików (15), natomiast zdecy-
dowanie wy¿sze u wielb³¹dów (2). �redni czas przebywa-
nia paracetamolu w organizmie okaza³ siê zbli¿ony do ob-
serwowanego przez Monshouwera i wsp. (16, 17); zdecy-
dowanie krótszy MRT stwierdzili natomiast Ali i wsp. (2)
oraz McNamara i wsp. (15). Obserwowane wielko�ci kli-
rensu metabolicznego paracetamolu u badanych ciel¹t s¹
nieco ni¿sze od stwierdzonych przez Monshouwera i wsp.
(16, 17) oraz zdecydowanie ni¿sze od podawanych przez
Ali i wsp. (2) oraz McNamarê i wsp. (15). Nale¿y podkre�-
liæ, ¿e wraz z wiekiem badanych zwierz¹t zaobserwowano
istotne zmniejszanie siê wzglêdnej objêto�ci dystrybucji,
skracanie �redniego czasu przebywania w organizmie oraz
zwiêkszanie wzglêdnego klirensu metabolicznego parace-
tamolu. Podobne zjawisko stwierdzono u innych gatunków
zwierz¹t (4, 10, 16, 17). Wykazane zmiany wielko�ci para-
metrów farmakokinetycznych paracetamolu (MRT i Cl

m
)

�wiadcz¹ po�rednio o zwiêkszaniu siê aktywno�ci enzymów
katalizuj¹cych procesy II fazy biotransformacji w¹trobo-
wej u ciel¹t.

W przeprowadzonym do�wiadczeniu wykazano istnie-
nie dodatniej, statystycznie istotnej korelacji pomiêdzy
wielko�ciami wybranych parametrów farmakokinetycznych
(V

d
, MRT, Cl

m
) paracetamolu obliczonymi na podstawie

oznaczenia stê¿eñ tego leku modelowego w ka¿dym anali-
zowanym punkcie czasowym (wariant A), a wielko�ciami
uzyskanymi przy zastosowaniu wariantów uproszczonych,
polegaj¹cych na obliczeniu V

d
, MRT, Cl

m
 w oparciu o stê-

¿enie paracetamolu w 3-4 punktach czasowych (tab. 1-3).
Zarówno u ciel¹t 10-, 20-, jak i 40-dniowych najwy¿szy
wspó³czynnik korelacji (z wariantem pe³nym) zaobserwo-
wano w przypadku oznaczenia stê¿enia leku modelowego

utsetytnairaW
enzcytenikokamrafyrtemaraP

Vd )gk/l( ).nim(TRM lC m )gk/.nim/lm(

)A(yn³eP 850,0±107,0 9±001 56,0±51,6

**478,0=r:)B( 550,0±976,0 01±19 27,0±16,6

**529,0=r:)C( 450,0±886,0 8±39 76,0±23,6

**069,0=r:)D( 750,0±196,0 9±79 95,0±12,6

)E( **139,0=r: 050,0±686,0 7±59 36,0±72,6

)F( **529,0=r: 150,0±286,0 8±49 84,0±03,6

**709,0=r:)G( 950,0±876,0 01±29 06,0±55,6

**188,0=r:)H( 850,0±576,0 8±09 85,0±76,6

Obja�nienia: A � wielko�æ parametrów farmakokinetycznych
paracetamolu obliczona na podstawie oznaczenia jego stê¿enia
w osoczu we wszystkich (10) punktach czasowych; B � obliczeñ
dokonano na podstawie stê¿eñ paracetamolu w osoczu w 2., 3., 4.,
6. godzinie po podaniu; C � jw., z tym, ¿e w 2., 4., 6., 8. godzinie;
D � jw., z tym, ¿e w 3., 4., 6., 8. godzinie; E � jw., z tym, ¿e w 2., 3.,
4., 8. godzinie; F � jw., z tym, ¿e w 3., 6., 8. godzinie; G � jw., z tym,
¿e w 4., 6., 10. godzinie; H � jw., z tym, ¿e w 4., 8., 10. godzinie;
r � wspó³czynnik korelacji miêdzy testem wykonanym zgodnie
z wariantami B, C, D, E, F, G, H a testem pe³nym � A

Tab. 1. Wielko�æ parametrów farmakokinetycznych paraceta-
molu u 10-dniowych ciel¹t oceniana na podstawie pomiaru
stê¿eñ leku modelowego w osoczu krwi w ró¿nych punktach cza-
sowych
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po up³ywie 3, 4, 6 i 8 godzin po podaniu per os. Warto�ci
r waha³y siê w granicach: 0,960 � cielêta 10-dniowe; 0,985
� cielêta 40-dniowe (tab. 1-3). Najmniejsze, choæ równie¿
bardzo wysokie, wspó³czynniki korelacji stwierdzono
w przypadku wykorzystania stê¿eñ w 2., 3., 4. i 6. godzinie
po podaniu paracetamolu: 0,874 u ciel¹t 10-dniowych
i 0,903 u 40-dniowych.

Do tej pory nie prowadzono badañ dotycz¹cych mo¿li-
wo�ci zastosowania uproszczonego wariantu testu parace-
tamolowego u zwierz¹t gospodarskich. Badania takie prze-
prowadzono jedynie w przypadku antypiryny (7) oraz ko-
feiny. W przypadku antypiryny stwierdzono, ¿e mo¿liwa
jest precyzyjna, po�rednia ocena aktywno�ci enzymów ka-
talizuj¹cych procesy I fazy biotransformacji w¹trobowej
na podstawie oznaczenia stê¿enia tego leku modelowego
w 2-3, zamiast w 10 (jak w wariancie klasycznym) prób-
kach krwi (7). W niniejszych badaniach pe³ny wariant te-
stu paracetamolowego by³ precyzyjny, poniewa¿ stê¿enie
leku modelowego oznaczono w 10 punktach czasowych.
Uzyskane wyniki pozwoli³y na stwierdzenie, ¿e oznacza-
nie wielko�ci objêto�ci dystrybucji, �redniego czasu prze-
bywania w organizmie oraz klirensu metabolicznego para-
cetamolu przy pomocy uproszczonego wariantu testu jest

Tab. 2. Wielko�æ parametrów farmakokinetycznych paraceta-
molu u 20-dniowych ciel¹t oceniana na podstawie pomiaru stê-
¿eñ leku modelowego w osoczu krwi w ró¿nych punktach czaso-
wych

Obja�nienia: jak w tab. 1.

utsetytnairaW
enzcytenikokamrafyrtemaraP

Vd )gk/l( ).nim(TRM lC m )gk/.nim/lm(

)A(yn³eP 350,0±246,0 01±501 86,0±08,7

**788,0=r:)B( 850,0±276,0 31±411 87,0±02,7

**639,0=r:)C( 250,0±856,0 11±901 96,0±25,7

**779,0=r:)D( 160,0±946,0 8±601 56,0±57,7

)E( **629,0=r: 450,0±556,0 21±211 95,0±03,7

)F( **039,0=r: 150,0±066,0 01±111 86,0±53,7

**819,0=r:)G( 950,0±566,0 9±99 27,0±01,8

**398,0=r:)H( 060,0±076,0 7±59 87,0±52,8

Obja�nienia: jak w tab. 1.

Tab. 3. Wielko�æ parametrów farmakokinetycznych paraceta-
molu u 40-dniowych ciel¹t oceniana na podstawie pomiaru stê-
¿eñ leku modelowego w osoczu krwi w ró¿nych punktach czaso-
wych

utsetytnairaW
enzcytenikokamrafyrtemaraP

Vd )gk/l( ).nim(TRM lC m )gk/.nim/lm(

)A(yn³eP 740,0±065,0 7±57 47,0±05,8

**309,0=r:)B( 540,0±645,0 9±28 28,0±16,7

**549,0=r:)C( 940,0±355,0 8±87 77,0±90,8

**589,0=r:)D( 150,0±755,0 5±67 56,0±04,8

)E( **939,0=r: 350,0±555,0 9±08 37,0±97,7

)F( **249,0=r: 440,0±655,0 6±97 95,0±38,7

**329,0=r:)G( 150,0±945,0 01±18 17,0±57,7

**409,0=r:)H( 340,0±545,0 7±38 66,0±25,7

procedur¹ dok³adn¹. Wykazano, ¿e wielko�æ parametrów
farmakokinetycznych paracetamolu u ciel¹t po podaniu per
os mo¿e byæ obliczona z du¿¹ precyzj¹ na podstawie ozna-
czenia stê¿enia tego leku modelowego w 3-4 próbkach oso-
cza. Jednocze�nie zaobserwowano, ¿e okre�lenie wiel-
ko�ci V

d
, MRT oraz Cl

m
 paracetamolu na podstawie w 2.,

3., 4. i 6. godzinie od momentu podania tej substancji
testowej wykazuje naj�ci�lejsz¹ korelacjê z wynikami
uzyskanymi podczas wykonywania testu pe³nego.

Podsumowuj¹c wyniki przeprowadzonych badañ mo¿-
na stwierdziæ, ¿e uproszczony test paracetamolowy, oparty
na oznaczaniu stê¿enia tego leku modelowego w 3-4 prób-
kach krwi pozwala na precyzyjn¹, po�redni¹ ocenê aktyw-
no�ci enzymów (g³ównie UDP-glukuronylotransferazy i sul-
fonylotransferazy) katalizuj¹cych procesy II fazy biotrans-
formacji w¹trobowej.
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