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ODREDIVANJE REZIDUA DIKLOFENAKA U TKIVIMA
SVINJA POSLE INTRAMUSKULARNE PRIMENE’
DETERMINATION OF DICLOFENAC RESIDUE IN SWINE TISSUE
FOLLOWING INTEAMUSCULAR ADMINISTRATION

Zorica Pejéi¢, Milanka Jezdimirovié, Milena Pokrajac**

Rezidue diklofenaka (DF) u tkivima svinja (jetra, bubreg, misi¢, in-
jekciono mesto) ispitivane su metodom te¢ne hromatografije (HPLC) i
to 15 Casova, 72 Casa i 120 ¢asova posle i.m. primene pojedinacne
terapijske doze diklofenak-natrijuma. Posle 15 casova od primene,
najviSa koncentracija DF nadena je u bubregu (0.614 mg/kg), dok je
oko dva puta niZa koncentracija nadena u jetri (0.316 mg/kg). Na injek-
cionom mestu, koncentracija DF bila je 0.432 mg/kg, dok se u miSiéu iz-
van injekcionog mesta, DF zadrZao u veoma niskoj koncentraciji (0.052
mg/kg), najniZzoj u odnosu na sva ostala ispitivana tkiva. Posle 72 ¢asa
od primene, DF je bio prisutan u svim ispitivanim tkivima, ali su njegove
koncentracije bile niZze od granice odredivanja primenjenim analitiCkim
postupkom. Tragovi primenjenog leka gube se posle isteka karence
(120 h) u svim tkivima, osim na injekcionom mestu. DuZe zadrZavanje
leka na injekcionom mestu moZe da bude posledica lokalnog zapal-
jenja, odnosno iritacije koja bi prouzrokovala sniZzenje pH vrednosti
okoline injekcionog mesta i tako prouzrokovala sporije rastvaranje i
duZe zadrZavanje diklofenaka na mestu primene.

KljuCne reci: diklofenak, rezidue, svinje, tkiva
Uvod / Introduction

Ispitivanje lekova koji se koriste u veterinarskoj paksi veoma je vazno
za zastitu zdravlja, kako ciljnih Zivotinja, tako i zdravlja ljudi u €ijoj se ishrani koriste
tkiva ovih Zivotinja. Nesteroidni antiinflamatorni lekovi (NSAIL) imaju izuzetan
znacaj u farmakoterapiji, s obzirom na njihovu sposobnost da delimi¢no ili pot-
puno zaustavljaju proces zapaljenja koji je osnova mnogih patoloskih stanja. Os-
novna terapijska dejstva NSAIL, kao $to su antiinflamatorno, analgeticko i anti-
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pireti¢ko, proizilaze iz njihove sposobnosti da inhibiSu biosintezu prostaglandina,
medijatora u procesu zapaljenja. Upotreba ovih lekova u veterinarskoj i humanoj
medicini veoma je Siroka, jer se koriste kod oboljenja u kojima je akutna ili
hroni¢na zapaljenjska reakcija izazvala razli¢ite poremecaje funkcija organa, bol
ili poviSenu telesnu temperaturu. Broj ovih lekova koji su do sada uvedeni u veteri-
narsku praksu neopravdano je mali. Naj¢eS¢e se koriste aspirin, fenilbutazon,
fluniksin-meglumin, naproksen, meklofenaminska kiselina, ketoprofen, meloksi-
kam, a sada i diklofenak [1].

Diklofenak (DF) je nesteroidni antiinflamatorni lek, koji ima izrazenu
antiinflamatornu, analgetic¢ku i antipiretiCku aktivnost, kao i veoma dobru pod-
noSljivost. Kumulira se na mestu zapaljenja, na kome postize koncentracije koje
su viSe nego u zdravom tkivu, a priblizne koncentracijama u plazmi [2]. Poluvreme
eliminacije je kratko (jedan do dva €asa), tako da su nezeljeni efekti koje diklofe-
nak izaziva najcesce blagi i prolazni, zbog ¢ega ima bolju podnosljivost od mno-
gih drugih lekova iz grupe NSAIL [3]. Diklofenak je u medicinu uveden 1973. go-
dine, a za veterinarsku upotrebu u nasoj zemlji 1996. godine.

U veterinarskoj medicini, diklofenak je indikovan kod svinja, goveda i
konja za le€enje artritisa, zapaljenjskih i degenerativnih promena posle trauma,
akutne i hroni¢ne Sepavosti tokom artritisa, tendinitisa i miozitisa, Terapijska doza
diklofenaka za sve pomenute vrste zivotinja iznosi 2,5 mg/kg, jednom dnevno,
i.m. [1]. Primenjuje se i u veterinarskoj oftalmologiji, u terapiji zapaljenjskih stanja
vezanih, pre svega, za hirurske intervencije na oku [4], a takode i kao dodatak pri-
marnoj antibiotskoj i antiSok terapiji, u kojoj pobolj$ava opSste stanje, ubrzava opo-
ravak i pomaze prezivljavanje zivotinje [5, 6, 7].

U izveStaju Evropske agencije za procenu lekova (EMEA) odredena je
vrednost prihvatljivog dnevnog unoSenja (ADI) za diklofenak koja iznosi
0,5 ug/kg, ili 30 ug po osobi. Maksimalni rezidualni nivoi (MRL) za diklofenak u
tkivima svinja iznose: 5 ug/kg za misi¢ i jetru, 1 ug/kg za kozu sa masnim tkivom i
10 nug/kg za bubreg [8]. Karenca koju je dao proizvodac jedinog kod nas regis-
trovanog preparata diklofenaka za veterinarsku primenu, traje pet dana.

Ciljevi ovog istrazivanja bili su razvijanje odgovaraju¢eg analitickog
postupka za odredivanje diklofenaka u tkivima svinja, kao i dobijanje preliminar-
nih podataka o eventualnim reziduama diklofenaka u onim tkivima svinja koja se
najvisSe koriste u ishrani ljudi (miSi¢), kao i ona koja imaju najvec¢u metaboli¢ku ak-
tivnost (jetra, bubreg).

Materijal i metode rada / Materials and methods

Lekovi | Medicines. U analitiCkom postupku kori§¢eni su diklofenak-
natrijum i flurbiprofen (interni standard), koji su dobijeni iz fabrike lekova Galenika
a.d. Zivotinjama se primenjivao injekcioni preparat Reuflogin® ad us. vet. (Fatro,
ltalija) koji u 1 ml sadrzi 50 mg diklofenak-natrijuma.
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Protokol | Protocol. Eksperiment je izveden na zdravim svinjama (n=3)
rase jorkSir, muskog pola, uzrasta izmedu dva i tri meseca. Zivotinjama je apliko-
vana terapijska doza diklofenak-natrijuma od 2.5 mg/kg telesne mase, duboko in-
tramuskularno iza uha. Hranu i vodu svinje su dobijale ad libitum tokom celog ek-
sperimenta. Rezidue diklofenaka u tkivima (bubreg, jetra, misi¢ i injekciono me-
sto) odredivane su posle 15 ¢asova, 72 ¢asa i 120 ¢asova od primene leka. Tkiva
su uzorkovana neposredno posle Zrtvovanja Zivotinja i to po jedna Zivotinja za
svako navedeno vreme. Kao slepe probe kori§éena su tkiva netretiranih Zivotinja.
Svaki uzorak imao je masu od oko 5 grama. Uzorak sa injekcionog mesta uzet je
tako da obuhvati tkivo kroz koje je prosla igla pri aplikaciji leka i okolno tkivo iz
koga se lek resorbovao (Sirine oko 10 cm i dubine oko 6 cm) [9]. Tkiva su zatim
homogenizovana, zamrznuta na temperaturi od -18°C i tako ¢uvana do ispiti-
vanja.

AnalitiCki postupak. Uzorci tkiva analizirani su te€nom hromatografi-
jom sa UV detekcijom (HPLC/UV), uz odgovarajuéu prethodnu ekstrakciju [10].

Rezultati ispitivanja i diskusija / Results and discussion

Koncentracije diklofenaka u ispitivanim tkivima tretiranih svinja (bu-
breg, jetra misi¢ i mii¢ na injekcionom mestu), dobijene u razli¢itim vremenskim
intervalima posle i.m. primene pojedina¢ne doze diklofenaka od 2,5 mg/kg, prika-
zane su graficki (grafikon 1).
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Grafikon 1. Koncentracija diklofenaka u tkivima svinja u razli¢itim vremenskim intervalima
posle njegove jednokratne i.m. primene u terapijskoj dozi od 2,5 mg/kg /
Graph. 1. Diclofenac concentration in swine tissue at different time intervals following a single L.m. administra-
tion of a therapeutic dose of 2.6 mglkg
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Ispitivanje sadrzaja diklofenaka u tkivima svinja sprovedeno je radi
procene raspodele leka, kao i odredivanja njegovih rezidua u tkivima, koje nastaju
kao posledica raspodele. Ispitivani su bubreg i jetra zbog svog zna¢ajnog uticaja
na eliminaciju leka, misi¢ izvan injekcionog mesta kao tkivo koje €ini najveéi deo
telesne mase Zzivotinje i u ishrani ljudi se najviSe koristi, i miSi¢ na injekcionom
mestu zbog procene resorpcije diklofenaka sa mesta primene, kao i zbog mo-
guce precipitacije i duzeg zadrzavanja leka na ovom mestu, $to moze da utie na
karencu leka.

Posle 15 ¢asova od primene, najviSa koncentracija diklofenaka nade-
na je u bubregu (0,614 mg/kg), dok je oko dva puta niza koncentracija nadena u
jetri (0,316 mg/kg). Ove koncentrcije bile su viSe nego u plazmi u istom periodu.
Dobijeni rezultati mogu da se objasne zna¢ajnom ulogom ovih organa u elimina-
ciji leka, njihovom dobrom prokrvljenosc¢u i €injenicom da, verovatno, pripadaju
centralnom prostoru. Riess i sar [11] takode su nasli da su bubreg i jetra pacova
organi u kojima diklofenak postize najviSe koncentracije. Niza koncentracija diklo-
fenaka u jetri u odnosu na bubreg, mogla bi da se protumaci brzim stvaranjem
metabolita diklofenaka u jetri [12, 13], zbog ¢ega u ovom tkivu koncentracija ne-
promenjenog leka brzo opada. Za razliku od jetre, nepromenjeni diklofenak se
zbog svoje lipofilnosti veoma malo eliminiSe bubregom [13], $to bi mogao da
bude uzrok sporijeg opadanja koncentracija leka u ovom organu.

Na injekcionom mestu, koncentracija diklofenaka posle 15 ¢asova od
primene bila je 0,432 mg/kg, $to je, verovatno, posledica zaostatka jednog dela
primenjene doze koji se do tog trenutka jo$ nije resorbovao, a ne posledica ra-
spodele. Moguce je da je deo lekovite supstancije iz preparata precipitirao u
miSi¢u i tako stvorio mali depo, odakle se sporije rastvarao i resorbovao [14].
Kako je u konkretnom sluc¢aju primenjeno ukupno 55 mg diklofenaka po Zivotiniji,
odnosno 2,5 mg/kg, moze da se zaklju¢i da je taj zaostatak veoma mali i da se lek
skoro potpuno resorbovao sa injekcionog mesta. Istovremeno, u misi¢u izvan in-
jekcionog mesta, diklofenak se zadrzao u veoma niskoj koncentraciji (0,052
mg/kg), najnizoj u odnosu na sva ostala ispitivana tkiva i nizoj nego u plazmi. Ovaj
podatak je u skladu sa rezultatima dobijenim kod pacova [11], kao i sa malim ste-
penom raspodele diklofenaka u miSiénom tkivu koje, verovatno, pripada perifer-
nom prostoru.

Posle 72 ¢asa od primene, diklofenak je bio prisutan u svim ispitivanim
tkivima, ali su njegove koncentracije bile nize od granice odredivanja primenjenim
analitickim postupkom. Dobijeni rezultati u skladu su sa kratkim poluvremenom
eliminacije iz plazme i malim volumenom distribucije diklofenaka.

Imajucéi u vidu karencu, brzinu eliminacije i volumen distribucije diklo-
fenaka, oCekivalo se da posle 120 ¢asova od primene ni u jednom od ispitivanih
tkiva ne bude tragova leka. Medutim, na injekcionom mestu diklofenak je bio pri-
sutan u koncentraciji od 0.034 mg/kg, $to verovatno nije posledica raspodele, ve¢
sporije resorpcije leka. Ovaj zaostatak diklofenaka na injekcionom mestu po-
vezan je sa moguc¢om precipitacijom leka u miSi¢u [14], koja nastaje zbog nje-
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gove slabe rastvorljivosti, posebno u kiseloj sredini [15]. Kako dobijeni neoceki-
vani rezultat poti¢e samo od jedne ispitane Zivotinje, moZe da se pretpostavi da je
posledica neke njene individualne farmakokinetiCke karakteristike, ili precipitacije
leka na injekcionom mestu. Takode, mozda bi pomenuti rezultat mogao da bude
posledica zapaljenja na samom injekcionom mestu, odnosno iritacije koja bi
prouzrokovala snizenje pH vrednosti okoline injekcionog mesta i tako uzrokovala
sporije rastvaranje i duze zadrzavanje diklofenaka na mestu primene.

Zakljuéak / Conclusion

U ispitivanim tkivima svinja najvi§e koncentracije diklofenaka nadene
su u bubregu, nesto nize na injekcionom mestu, zatim u jetri i najnize u misi¢u iz-
van injekcionog mesta. Tragovi diklofenaka prisutni su u svim ispitivanim tkivima
svinja posle 72 ¢asa od primene leka. Ovi tragovi leka gube se posle isteka karen-
ce (120 Casova), osim u slu€aju injekcionog mesta na kome se diklofenak
neoCekivano nalazi u merljivoj koliCini. Za dobijanje detaljnijih podataka o re-
ziduama diklofenaka u tkivima svinja, neophodno je da se obave dodatna ispiti-
vanja koja bi kao osnovu mogla da koriste metodolo$ki i eksperimentalni pristup
prac¢enju rezidua iznet u ovom radu.
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ENGLISH

DETERMINATION OF DICLOFENAC RESIDUE IN SWINE TISSUE FOLLOWING
INTRAMUSCULAR ADMINISTRATION

Zorica Pejcic, Milanka Jezdimirovic, Milena Pokrajac

Diclofenac residue (DF) in swine tissue (liver, kidney, muscle, injection site)
were examined using the method of High Performance Liquid Chromatography (HPLC)
15h, 72h, and 120h after i.m. administration of an individual therapeutic dose of diclofenac-
sodium. At 15h after administration, the highest concentration of DF was found in the kid-
ney (0.614 mg/kg), while a concentration about two times lower was found in the liver
(0.316 mg/kg). At the injection site, the DF concentratrion was 0.432 mg/kg, while DF re-
mained in a very low concentration (0.052 mg/kg) in the muscle outside the injection site,
which was the lowest concentration in comparison with all the other examined tissues. At
72h after administration, DF was present in all examined tissues, but its concentrations
were lower than the level that could be determined using the analytic procedure. Traces of
the administered medicine disappeared after the waiting period of 120h in all tissues, ex-
cept for the injection site. The longer presence of the medicine at the injection site could be
a consequence of local inflammation, or irritation, that could cause a reduction in pH values
of the area around the injection site, thus leading to slower dissolving and a longer pres-
ence of the DF at the injection site.

Key words: Diclofenac, residue, swine, tissue

PYCCKUA

ONPEAENEHUE OCTATKOB AUKNO®EHAKA B TKAHAX CBUHEW NOCJE
BHYTPU-MbILWWYEHOIO NPUMEHUHUA

3opuua Menuny, Munanka Esagumuposuny, Munena MNokpasy

OctaTtku guknodeHaka (OP) B TKaHSAX CBMHEN (Me4YeHb, Mouvka, Mbllya,
WHBEKLUMOHHOE MECTO) MCMbITUBAHHblIE METOAOM >Xuakonm xpomatorpacmm (HPLC) a
UMEHHO 15 4., 72 4. 1 120 4. nocne B. M. MPUMEHEHUS OTAENbHbIE TEpaneBTUYECKME L,03bl
avknodeHa-HaTpus. Mocne 15 4. oT pnuMeHeHus, HamBbIcLasa KoHUeHTpaums AP Hange-
Ha B no4ke (0,614 mr/kr), noka okono 2 pasa 6onee HU3Kasa KOHLUEHTpauus HavgeHa B
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nedenn (0,316 wmr/kr). Ha uHbEKUMOHHOM MecTe, KoHueHTpauus [O& cocTtaBnsna
0,432 Mr/kr, noka B MblLLie U3BHE UHBEKLUMOHHOIO MecTa. [1d 3agep>kancst B 04eHb HU3-
KO KoHueHTpauum (0,052 mr/kr), Hanbonee HU3KOMW B OTHOLUEHUN BCEX OCTasIbHbIX
UCNbITbIBAHHbIX TKaHew. Mocne 72 4. oT npumeHeHus, Od 66111 NpUcyTCTBYOLWMIA BO BCEX
UCMbITbIBAHHbIX TKAHSAX, HO €ro KOHUEHTpaLuy ObInn HXKE rpaHnLbl OnpeaeneHns npu-
MEHEHHbIM aHaNMMTU4EeCKNM NocTynkoM. Cnebl, NPUMEHEHHOTO NleKapcTBa TePSTCS Mo
ucteyveHno kapeHupl (120 4.) BO BCEX TKaHSX, KPOME Ha UHBEKLMOHHOM MECTE MOXET
6bITb CreAcTBME NOKarbHOro BOCNAaneHus, To eCTb npputauum, kotopas 6bl npuynHuna
CHWXEHne pH CTOMMOCTM OKPECTHOCTU MHBEKLMOHHOM MeCTe U Tak npusesnia go 6onee
MeAJIeHHOro pacTBOpeHus 1 6onee [onron 3agepXxku Od Ha MecTe NpUeMHEHNs.

KntoyeBble crnosa: gnknodeHak, 0cTaTKu, CBUHbU, TKaHu
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