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Grochowina B., Janus K.
Trials to evaluate the biotransformation activity of the liver in calves using a simplified paracetamol test
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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Do posredniej oceny aktywnosci enzymow katalizu-
jacych reakcje biotransformacji watrobowej coraz czgs-
ciej wykorzystuje si¢ tzw. leki modelowe. Na podsta-
wie ich farmakokinetyki mozna okresli¢ wydolno$¢
metaboliczng ukladéw enzymatycznych uczestnicza-
cych w poszczegolnych fazach biotransformacji w he-
patocytach. Do lekéw pozwalajacych oceni¢ szybkos¢
reakcji I fazy biotransformacji zalicza si¢ m.in. antypi-
ryng 1 kofeing (4, 7-9, 14, 15, 17).

Paracetamol oprocz zastosowania terapeutycznego
jest stosowany réwniez w badaniach farmakokinetycz-
nych jako lek modelowy (marker) stuzacy do badania
czynnikow wptywajacych na aktywno$¢ enzymow
uczestniczacych w procesach II fazy biotransformacji
watrobowej (1-4, 10, 13, 16).

Ze wzgledu na mechanizm eliminacji paracetamol na-
lezy do tzw. pierwszej grupy lekow, co oznacza, iz jego
eliminacja zalezy glownie od wydolnosci metabolicz-
nej komoérek watroby, nie zalezy natomiast od przepty-
wu watrobowego ani od zwigzania z biatkami (1, 4, 10,
16). Leki tej grupy charakteryzuja si¢ niskim klirensem
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wewngtrznym, matym wspotczynnikiem ekstrakcji i nie-
wielkim stopniem wiazania z biatkami (4, 10, 16). Sa
one wolniej eliminowane, gdy zmniejsza si¢ wydolnos¢
metaboliczna watroby (4, 10, 18).

Klasyczny test paracetamolowy polega na podaniu
(dozylnym lub per os) okreslonej i1losci tego leku 1 ozna-
czaniu jego stezenia we krwi pobranej w okreslonych
przedziatach czasowych (4, 5, 10, 15, 16). Z reguly pod-
czas wykonywania testu pobiera si¢ od 10 do 12 pro-
bek krwi.

Od wielu lat podejmowane sa proby opracowania
uproszczonych wariantow testow pozwalajacych na po-
$rednig oceng aktywnosci enzymow katalizujacych pro-
cesy biotransformacji watrobowej w oparciu o ozna-
czanie st¢zenia lekéw modelowych w niewielkiej
ilosci probek materialu biologicznego (5, 7, 14, 16).
Pozytywne wyniki uzyskano do tej pory w odniesieniu
do antypiryny (7, 14, 20, 21) 1 kofeiny (9, 17).

Celem przeprowadzonych badan bylo stwierdzenie,
czy mozliwe jest precyzyjne okreslenie farmakokine-
tyki paracetamolu u cielat przy pomocy uproszczonego
wariantu testu paracetamolowego polegajacego na zna-
czacym ograniczeniu ilo$ci pobieranych prob materia-
hu biologicznego (krwi) wykorzystywanego do analiz.
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Materiat i metody

Badania przeprowadzono na 15 cielgtach rasy czarno-biatej
w 10., 20.140. dniu zycia. W czasie trwania eksperymentu zwie-
rz¢ta byly utrzymywane w ujednoliconych warunkach srodowi-
skowych i zywione zgodnie z og6lnie przyjetymi normami.

W trakcie trwania badan cielgta nie otrzymywaty zadnych $rod-
kow farmakologicznych mogacych wehodzi¢ w interakcjg farma-
kokinetyczna i biochemiczng z paracetamolem.

Protokot badan zostal zaakceptowany przez Lokalng Komisjg
Etyczna ds. Do§wiadczen na Zwierzgtach (zezwolenie 31/2002).

Paracetamol (Codipar Glaxo-Wellcome, Poznan) podawano
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; 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. St¢zenie paraceta-
molu w osoczu krwi oznaczono metoda spektrofotometryczna
(19). Sredni ,,odzysk” paracetamolu z osocza wynosit 95,8 +2,9%.
Czuto$¢ metody wynosita 0,20 pg/ml. Wielkos$¢ parametrow far-
makokinetycznych paracetamolu oznaczono metoda niekompart-
mentowa przy wykorzystaniu programu TopFit 2,0. Wyliczono
nastgpujace parametry farmakokinetyczne: objetosé dystrybucji
-V, (I/kg); sredni czas przebywania w organizmie — MRT (min.);
klirens metaboliczny — Cl _(ml/min./kg):

— we wszystkich pobranych probkach krwi (0,25; 0,5; 1; 1,5;
2; 3; 4; 6; 8; 10 godzin od podania substancji testowej) — wariant
~petny” (A);

— w probkach pobranych po uptywie 2, 3, 4, 6 godzin od po-
dania paracetamolu — wariant (B);

— w probkach pobranych po uptywie 2, 4, 6, 8 godzin od po-
dania paracetamolu — wariant (C);

— w probkach pobranych po uptywie 3, 4, 6, 8 godzin od po-
dania paracetamolu — wariant (D);

— w probkach pobranych po uptywie 2, 3, 4, 8 godzin od po-
dania paracetamolu — wariant (E);

— w probkach pobranych po uptywie 3, 6, 8 godzin od poda-
nia paracetamolu — wariant (F);

— w probkach pobranych po uptywie 4, 6, 10 godzin od poda-
nia paracetamolu — wariant (G);

— w probkach pobranych po uptywie 4, 8, 10 godzin od poda-
nia paracetamolu — wariant (H).

Uzyskane wyniki opracowano statystycznie wykorzystujac
program Statistica v. 6.0.

Wyliczono wspotczynniki korelacji liniowej Pearsona (r) mig-
dzy pelnym wariantem testu paracetamolowego — polegajacym
na oznaczaniu wielkos$ci parametréw farmakokinetycznych leku
modelowego we wszystkich pobranych probkach materiatu bio-
logicznego (krwi) a wariantami uproszczonymi.

Wyniki i oméwienie

Interpretacja uzyskanych w niniejszym do$wiadczeniu
wynikow jest stosunkowo trudna, ze wzgledu na istnienie
znaczacych réznic migdzygatunkowych w farmakokinety-
ce paracetamolu (2-5, 10, 13, 16). Paracetamol w ponad
95% metabolizowany jest w watrobie (2, 5, 10, 13). W he-
patocytach ulega on reakcjom sprzggania, gtownie z kwa-
sem glukuronowym przy udziale transferazy glukuronowej
(UDP-glukuronylotransferazy) oraz z siarczanem (reakcja
ta jest katalizowana przez sulfonylotransferazy) (2, 5, 10,
17). Okoto 3-4% paracetamolu ulega utlenieniu do N-ace-
tylobenzochinoiminy. Reakcja ta jest katalizowana przez
enzymy kompleksu cytochromu P-450 (2, 5, 6). Sprzega-
nie paracetamolu z siarczanem jest glownym szlakiem
metabolicznym tego leku u mlodych organizmoéw, u kto-
rych w hepatocytach stwierdzono mniejsza aktywnosc¢ glu-
kuronylotransferaz (10-12).
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Tab. 1. Wielko$¢ parametrow farmakokinetycznych paraceta-
molu u 10-dniowych cielat oceniana na podstawie pomiaru
stezen leku modelowego w osoczu krwi w réznych punktach cza-
sowych

Warianty testu Parametry farmakokinetyczne
Vy (I/kg) MRT (min.) | Cl, (ml/min./kg)
Petny (A) 0,701 = 0,058 100+ 9 6,15 + 0,65
(B):r=0,874** 0,679 + 0,055 91 +10 6,61 + 0,72
(C):r=0,925** 0,688 + 0,054 93+8 6,32 + 0,67
(D):r=0,960** 0,691 + 0,057 979 6,21 + 0,59
(E) :r=0,931** 0,686 + 0,050 957 6,27 + 0,63
(F) :r=10,925** 0,682 + 0,051 94 +8 6,30 = 0,48
(G): r=0,907** 0,678 + 0,059 9210 6,55 + 0,60
(H):r=0,881** 0,675 + 0,058 90 + 8 6,67 + 0,58

Objasnienia: A — wielko§¢ parametrow farmakokinetycznych
paracetamolu obliczona na podstawie oznaczenia jego st¢zenia
w osoczu we wszystkich (10) punktach czasowych; B — obliczen
dokonano na podstawie stgzen paracetamolu w osoczu w 2., 3., 4.,
6. godzinie po podaniu; C — jw., z tym, ze w 2., 4., 6., 8. godzinie;
D—jw., ztym, ze w 3., 4., 6., 8. godzinie; E —jw., ztym, ze w2., 3.,
4., 8. godzinie; F — jw., z tym, ze w 3., 6., 8. godzinie; G — jw., z tym,
ze w 4., 6., 10. godzinie; H — jw., z tym, ze w 4., 8., 10. godzinie;
r — wspotezynnik korelacji migdzy testem wykonanym zgodnie
z wariantami B, C, D, E, F, G, H a testem pelnym — A

Stwierdzone w doswiadczeniu wielkosci objetosci dys-
trybucji paracetamolu sa zblizone do rezultatow badan prze-
prowadzonych u prosiat (16, 17). Nieco nizsze wartosci
obserwowano u mtodych krolikow (15), natomiast zdecy-
dowanie wyzsze u wielbtadow (2). Sredni czas przebywa-
nia paracetamolu w organizmie okazat si¢ zblizony do ob-
serwowanego przez Monshouwera i wsp. (16, 17); zdecy-
dowanie krotszy MRT stwierdzili natomiast Ali 1 wsp. (2)
oraz McNamara i wsp. (15). Obserwowane wielkosci kli-
rensu metabolicznego paracetamolu u badanych cielat sa
nieco nizsze od stwierdzonych przez Monshouwera i wsp.
(16, 17) oraz zdecydowanie nizsze od podawanych przez
Aliiwsp. (2) oraz McNamarg i wsp. (15). Nalezy podkres-
li¢, ze wraz z wiekiem badanych zwierzat zaobserwowano
istotne zmniejszanie si¢ wzglednej objetosci dystrybucii,
skracanie sredniego czasu przebywania w organizmie oraz
zwigkszanie wzglednego klirensu metabolicznego parace-
tamolu. Podobne zjawisko stwierdzono u innych gatunkoéw
zwierzat (4, 10, 16, 17). Wykazane zmiany wielko$ci para-
metréw farmakokinetycznych paracetamolu (MRT i Cl )
swiadcza posrednio o zwigkszaniu si¢ aktywnos$ci enzymow
katalizujacych procesy Il fazy biotransformacji watrobo-
wej u cielat.

W przeprowadzonym do$wiadczeniu wykazano istnie-
nie dodatniej, statystycznie istotnej korelacji pomigdzy
wielkosciami wybranych parametrow farmakokinetycznych
(V4 MRT, Cl ) paracetamolu obliczonymi na podstawie
oznaczenia st¢zen tego leku modelowego w kazdym anali-
zowanym punkcie czasowym (wariant A), a wielko$ciami
uzyskanymi przy zastosowaniu wariantow uproszczonych,
polegajacych na obliczeniu V, MRT, Cl_ w oparciu o stg-
zenie paracetamolu w 3-4 punktach czasowych (tab. 1-3).
Zarowno u cielat 10-, 20-, jak i 40-dniowych najwyzszy
wspotczynnik korelacji (z wariantem pelnym) zaobserwo-
wano w przypadku oznaczenia st¢zenia leku modelowego
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Tab. 2. Wielko$¢ parametrow farmakokinetycznych paraceta-
molu u 20-dniowych cielat oceniana na podstawie pomiaru ste-
zen leku modelowego w osoczu krwi w réznych punktach czaso-
wych

. Parametry farmakokinetyczne
Warianty testu . .
Vy (ko) MRT (min.) | Cl, (ml/min./kg)
Petny (A) 0,642 + 0,053 105 + 10 7,80 £ 0,68
(B):r=0,887** 0,672 = 0,058 114 £ 13 7,20 0,78
(C):r=0,936** 0,658 + 0,052 109 = 11 7,52 + 0,69
(D) :r=0,977** 0,649 = 0,061 106 + 8 7,75 + 0,65
(E) :r=0,926** 0,655 = 0,054 112 £ 12 7,30 + 0,59
(F) :r=10,930** 0,660 = 0,051 111 210 7,35 + 0,68
(G):r=0,918** 0,665 = 0,059 99+ 9 8,10 £ 0,72
(H):r=0,893** 0,670 + 0,060 95+ 7 8,25+ 0,78

Objasnienia: jak w tab. 1.

Tab. 3. Wielko$¢ parametrow farmakokinetycznych paraceta-
molu u 40-dniowych cielat oceniana na podstawie pomiaru ste-
Zen leku modelowego w osoczu krwi w réoznych punktach czaso-
wych

Warianty testu Parametry farmakokinetyczne
v, (I/kg) MRT (min.) | Cl, (ml/min./kg)
Petny (A) 0,560 + 0,047 157 8,50+ 0,74
(B) :r=0,903** 0,546 + 0,045 82+9 7,61 +0,82
(C) :r=10,945** 0,553 + 0,049 78+ 8 8,09 0,77
(D) :r=0,985** 0,557 £ 0,051 76 £ 5 8,40 + 0,65
(E) :r=0,939** 0,555 + 0,053 809 7,719+ 0,73
(F) :r=10,942** 0,556 + 0,044 79+ 6 7,83 £ 0,59
(G):r=0,923** 0,549 + 0,051 8110 1,75 £ 0,71
(H):r=0,904** 0,545 + 0,043 837 7,52 + 0,66

Objasnienia: jak w tab. 1.

po uptywie 3, 4, 6 i 8 godzin po podaniu per os. Warto$ci
r wahaty si¢ w granicach: 0,960 — cielgta 10-dniowe; 0,985
— cielgta 40-dniowe (tab. 1-3). Najmniejsze, cho¢ réwniez
bardzo wysokie, wspdtczynniki korelacji stwierdzono
w przypadku wykorzystania stezen w 2., 3., 4.1 6. godzinie
po podaniu paracetamolu: 0,874 u cielat 10-dniowych
10,903 u 40-dniowych.

Do tej pory nie prowadzono badan dotyczacych mozli-
wosSci zastosowania uproszczonego wariantu testu parace-
tamolowego u zwierzat gospodarskich. Badania takie prze-
prowadzono jedynie w przypadku antypiryny (7) oraz ko-
feiny. W przypadku antypiryny stwierdzono, ze mozliwa
jest precyzyjna, posrednia ocena aktywnosci enzymow ka-
talizujacych procesy I fazy biotransformacji watrobowe;j
na podstawie oznaczenia stgzenia tego leku modelowego
w 2-3, zamiast w 10 (jak w wariancie klasycznym) prob-
kach krwi (7). W niniejszych badaniach pelny wariant te-
stu paracetamolowego byl precyzyjny, poniewaz stezenie
leku modelowego oznaczono w 10 punktach czasowych.
Uzyskane wyniki pozwolity na stwierdzenie, ze oznacza-
nie wielkosci objgtosci dystrybucji, Sredniego czasu prze-
bywania w organizmie oraz klirensu metabolicznego para-
cetamolu przy pomocy uproszczonego wariantu testu jest
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procedura doktadna. Wykazano, ze wielko$¢ parametrow
farmakokinetycznych paracetamolu u cielat po podaniu per
os moze by¢ obliczona z duza precyzja na podstawie ozna-
czenia stgzenia tego leku modelowego w 3-4 probkach oso-
cza. Jednocze$nie zaobserwowano, ze okreslenie wiel-
kosci V, MRT oraz Cl  paracetamolu na podstawie w 2.,
3,4.1 6 godzinie od ‘momentu podania tej substanql
testowe] wykazuje najscislejsza korelacj¢ z wynikami
uzyskanymi podczas wykonywania testu pelnego.

Podsumowu] ac wyniki przeprowadzonych badan moz-
na stwierdzi¢, Zze uproszczony test paracetamolowy, oparty
na oznaczaniu st¢zenia tego leku modelowego w 3-4 prob-
kach krwi pozwala na precyzyjna, posrednia oceng aktyw-
nosci enzymow (glownie UDP-glukuronylotransferazy i sul-
fonylotransferazy) katalizujacych procesy Il fazy biotrans-
formacji watrobowe;j.
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