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Abstract: Endotoxemia and systemic inflammation are known to affect many drugs’ bioavailability, in-
creasing toxicity or causing sub-therapeutic concentrations. Tramadol is a mild opioid commonly used to 
treat pain - whether acute or chronic. References available, however, provide no data on the pharmacoki-
netics of this opioid during systemic inflammation. Therefore, the aim of this pilot study was to examine 
the pharmacokinetics of tramadol after a single intravenous dose in experimentally induced endotoxemia 
- one of the well-established models of systemic inflammation. The study was conducted using 15 adults, 
healthy New Zealand white rabbits of both sexes. Endotoxemia was induced by single intravenous doses 
of Escherichia coli lipopolysaccharide (ECLPS): 5.0 µg/kg (group I) and 50.0 µg/kg (group II). It was 
shown that the plasma concentrations and AUC0-∞ values of tramadol in both groups of rabbits with en-
dotoxemia were significantly higher (p < 0.05) than in the healthy animals. The ratios of the arithmetic 
means (group I/control and group II/control) for Cmax and AUC0-∞ increased by 1.1, 0.8, 1.1., and 0.4-fold, 
respectively. Further studies are needed.
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It has been shown that the pharmacokinetic pro-
cesses of many drugs could be altered in systemic 
inflammation, both in humans and animals. These 
changes may be the cause of the higher bioavailabil-
ity of drugs, resulting in an increased incidence of 
adverse events (1-6).

Inflammation may often be present in patients 
with  chronic  diseases with  a  pain  component  (7, 
8) and in emergency situations in critically ill and 
postoperative  patients  (9).  In  all  these  cases,  ap-
propriate treatment of pain is essential, and any 
changes  in drug pharmacokinetics may be one of 
the many factors that complicate pharmacothera-
py. The  ability  to  conduct  clinical  studies  on  the 
pharmacokinetics  of  drugs  during  inflammation 
might  be  quite  limited. Therefore,  those  pharma-
cokinetic studies are often done using various an-
imal models with  the  induction  of  experimental 
endotoxemia  –  one  of  the well-established mod-
els of systemic  inflammation (10, 11). A  lipopoly-
saccharide endotoxin (LPS), mainly isolated from 
Escherichia coli  (ECLPS),  is  often  used  in  these  
models (10).

The use of tramadol, especially in chronic pain, 
requires an awareness of  its unique pharmacology 
(dual mechanism of  action,  inter-subject  variabil-
ity  in  the pharmacokinetics  and pharmacodynam-
ics depending on the cytochrome P450 changes and 
polymorphisms)  to  avoidance of  adverse  drug  ef-
fects and ensure adequate analgesia throughout the 
treatment period  (12). Tramadol pharmacokinetics 
has been well investigated, both in preclinical and 
clinical studies (13-17); however, to the best of our 
knowledge, there is no data on the pharmacokinetics 
of this opioid during inflammation. Due to the facts 
mentioned above, our study aimed to determine the 
pharmacokinetics of tramadol in experimentally in-
duced endotoxemia using an animal model.

EXPERIMENTAL

Chemicals and reagents
Tramadol hydrochloride, C16H25O2N·HCl (CAS: 

27203-92-5), and internal standard (IS) phenacetin 
(CAS:  62-44-2) were  supplied  by  Sigma-Aldrich 
Chemie  GmbH  (Munich,  Germany).  Tramadol 
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hydrochloride  solution  for  injections  (Tramal®, 
50 mg/mL) was  from STADA Arzneimittel AG, 
Bad  Vilbel,  Germany.  Acetonitrile,  ethyl  ace-
tate, n-hexane, methanol were HPLC grade  from 
Merck  (Darmstadt, Germany).  Sodium  hydrox-
ide,  monopotassium  phosphate,  anhydrous  po-
tassium  hydrogen  phosphate  (analytical  grade, 
pure  for  analysis) were  purchased  from Avantor 
Performance  Materials  Poland  S.A.  (Gliwice, 
Poland).  Lipopolysaccharide  from  Escherichia 
coli (ECLPS) 0111:B4, lyophilized powder 10 mg, 
was purchased from Sigma-Aldrich Chemie GmbH 
(Munich, Germany).

Animals
Fifteen  adults, New Zealand white  rabbits  of 

both sexes were used in the study. Before each ex-
periment, food was withheld for 12 h, but free ac-
cess to fresh water was provided. The study was per-
formed according to a protocol approved by the Local 
Ethical Committee (consent No. 15/2014), respecting 
the rules and guidelines concerning the care and use 
of laboratory animals (18).

Experimental design
All  rabbits  were  divided  into  three  groups 

(n  =  5  each):  control  group  (mean  body  weight 
4.3 ± 0.9  kg,  healthy  rabbits)  –  animals  receiving 
a  single  intravenous dose of  tramadol  (10 mg/kg), 
study group I (mean body weight 5.0 ± 0.2 kg), and 
study group II (mean body weight 5.3 ± 0.2 kg) – ani-
mals receiving a single intravenous dose of tramadol 
(10 mg/kg) 60 minutes after induced endotoxemia. 
Endotoxemia was  induced by a single  intravenous 
administration  of ECLPS  at  a  dose  of  5.0 µg/kg 
(group  I)  and  50.0 µg/kg  (group  II)  dissolved  in 
0.5 mL pyrogen-free saline.

Doses of tramadol and ECLPS were based on 
previous  studies  (19,  20). Blood  samples  (2.0 mL) 
were obtained from a catheter remaining in the ear 
vein before E. coli administration (sample 0) and up 
to six hours after administration of tramadol. At the 
selected  time-points  (1.0,  2.0,  4.0,  and 6.0  h  after 
administration of tramadol), rectal temperature was 
measured. The experiments always started between 
7.30 and 8.00 a.m.

Analytical method
Tramadol  in  rabbit  plasma was  analyzed by 

high-performance  liquid  chromatography  using 
Waters 2695 Separations Module with an autosampler 
(integrated automatic sample manager up to 120 vi-
als housed in an optional, temperature-controlled en-
vironment) with UV detection (Waters 2487 Dual l 

Absorbance Detector, wavelength 218 nm) and serial 
flow path with pulse-free  solvent delivery without 
the use of dampeners after a liquid-liquid extraction 
with a mixture of ethyl acetate-n-hexane (1: 4, v/v) 
(20). An analytical column XTerra RP-8, 250 mm × 
4.6 mm, 5 µm (Waters Corporation®, Milford, MA, 
USA), and the mobile phase consisting of acetoni-
trile and 0.01 M phosphate buffer (20: 80, v/v) with 
a flow rate of 1.0 mL/min were used. The volume of 
each injection was 60 L. Retention times for tram-
adol and internal standards were 7.5 and 15.0 min-
utes, respectively.

The method was validated according  to pub-
lished European Medicines Agency guidelines (21). 
Data  collection  and  processing were  carried  out 
using Empower™ Pro  software,  v.  1154  (Waters 
Corporation®, Milford, MA, USA). The calibration 
for tramadol was linear in the tramadol concentra-
tion  range of 50–5000 ng/mL (r = 0.998). Within- 
and between-run precision and accuracy were deter-
mined for the following tramadol concentrations: 50, 
150, 2500, and 4000 ng/mL. For all of the analyzed 
concentrations, within- and between-run precision 
was less than 9% and 14%, respectively. The accu-
racy (percent of the nominal value) was from 94.5% 
to 106.2% (within-run) and from 95.6% to 103.3% 
(between-run).

Pharmacokinetic analysis
Tramadol pharmacokinetic parameters: elimi-

nation rate constant (kel), elimination half-life (t½kel), 
area under the plasma curve from zero to the last 
measurable concentration (AUC0-t), area under the 
plasma curve from zero to infinity (AUC0-∞), total 
body clearance  (Cl/F),  apparent volume of distri-
bution (VD) and mean residence time (MRT) were 
calculated  by  the  noncompartmental methods  us-
ing  validated  PhoenixTM  7.0 WinNonlin® soft-
ware (Certara L.P., Princeton, NJ, USA). The max-
imum  tramadol  plasma  concentration  (Cmax) was 
determined directly from the concentration vs. time 
curve.

Statistical analysis
For statistical analysis, the STATA® (StataCorp 

LP, Texas, USA) program was used. Pharmacokinetic 
parameters of tramadol were presented as the arith-
metic mean ± SD (standard deviation). The Shapiro-
Wilk  test was used  to determine  if  the pharmaco-
kinetic  parameters  and plasma  concentrations  of 
tramadol (at each individual time point in all three 
groups) followed the normal distribution. Intergroup 
differences in all of the pharmacokinetic parameters 
and plasma concentrations (except concentrations of 
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Table 1. The pharmacokinetic parameters of tramadol after single intravenous administration (10 mg/kg) in healthy (Control) and 
endotoxemic (Group I and Group II) rabbits.

Parameter
Group I (n = 5)

(E. coli 5.0 µg/kg)
Group II (n = 5)

(E. coli 50.0 µg/kg) Control (n = 5)

Arithmetic mean ± SD

Cmax (ng/mL) 4828 ± 2282* 4131 ± 958* 2268 ± 560

AUC0-t (ng x h/mL) 4084 ± 1839* 2652 ± 601 2132 ± 480

AUC0-∞ (ng x h/mL) 4632 ± 2139* 2991 ± 624* 2212 ± 488

kel (1/h) 0.35 ± 0.19 0.35 ± 0.20 0.47 ± 0.15

t½kel (h) 2.81 ± 2.02 2.51 ± 1.24 1.62 ± 0.52

MRT (h) 2.22 ± 0.94 2.11 ± 0.72 1.49 ± 0.27

Cl/F (L/h) 14.74 ± 6.96 21.22 ± 6.10 20.71 ± 4.46

VD (L) 20.26 ± 10.42 25.23 ± 8.85 25.88 ± 6.99

Abbreviations: SD – standard deviation; Cmax – maximum plasma concentration; AUC0-t – area under the plasma curve from zero to the 
last measurable concentration; AUC0-∞ – area under the plasma curve from zero to infinity;  
kel – elimination rate constant; t½kel – elimination half-life; MRT – mean residence time; Cl/F – total body clearance;  
VD – apparent volume of distribution; 
Notes: * p < 0.05 vs. Control (analysis of variance ANOVA)

Figure 1. Plasma concentration-time profiles of tramadol (10 mg/kg) after intravenous administration in healthy (Control) and 
endotoxemic (Group I and Group II) rabbits.
Notes: p < 0.05 between the groups were observed at the following time points (analysis of variance ANOVA):
Group I vs. Control: 5.0 min (p = 0.038), 15.0 min (p = 0.028), 2.0 h (p = 0.036), 4.0 h (p = 0.027), and 6.0 h (p = 0.018);
Group II vs. Control: 5.0 min (p = 0.006), 10.0 min (p = 0.015), 15.0 min (p = 0.025), and 6.0 h (p = 0.016);
Group I vs. Group II: 45.0 min (p = 0.033).

tramadol in group II at the time point of 10.0 min) 
were normally distributed and were analyzed using 
a one-way analysis of variance (ANOVA fixed-effects 
models). The difference with  significant  deviation 
from normality was tested with the Kruskal-Wallis 
test. Tukey test was applied for post hoc compari-
sons among all  the groups. Statistical  significance 
was set at p < 0.05.

RESULTS

The mean plasma concentration-time profiles 
of tramadol in healthy (control group) and endotox-
emic rabbits (group I and group II) are presented in 
Figure 1. Comparing the mean plasma concentrations 
of tramadol at each time point for each group, it was 
shown that in both groups of rabbits with endotox-
emia, the mean plasma concentrations of tramadol, 
especially at the first time points, were statistically 

higher  (p  <  0.05)  compared  to  the  control  group. 
Comparing group I with group II,  the mean tram-
adol  plasma  concentrations were  comparable,  ex-
cept  at  45.0 min  after  administration  of  tramadol 
(p  <  0.05), when higher  values were  observed  in 
group I (Figure 1).

Comparing the healthy and endotoxemic rab-
bits, statistically significant differences (p < 0.05) 
for  the  following  pharmacokinetic  parameters  of 
tramadol: Cmax, AUC0-t and AUC0-∞ were observed. 
The arithmetic mean of the maximum plasma con-
centration of tramadol in both groups of rabbits with 
induced endotoxemia increased by 112% (group I) 
and 82% (group II) when compared with the con-
trol  rabbits  (the  ratios: group I/control and group 
II/control were increased by 1.1- and 0.8-fold, re-
spectively)  (Table  1,  Figure  1). Confidence  inter-
val  values  (90% CI)  for  the  difference  between 
means: control-group I and control-group II were 
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831; 4288 and 1046; 2679, respectively. For the area 
under the plasma curves from zero to the last mea-
surable concentration (AUC0-t) and from zero to in-
finity (AUC0-∞), statistically higher values (p < 0.05) 
in endotoxemia were observed compared to the con-
trol (for group I, the arithmetic mean of AUC0-t in-
creased by 91% (90% CI 553; 3350), for the group I 
and II the AUC0-∞ increased by 109% (90% CI 806; 
4033) and 35% (90% CI 196; 1361),  respectively) 
(Table 1). For other pharmacokinetic parameters, 
there were no statistically significant differences. 
Comparing group  I with  group  II,  there were  no 
differences  for  all  analyzed  pharmacokinetic  pa-
rameters (Table 1).

DISCUSSION

In  this  study,  the  pharmacokinetics  of  tra-
madol in rabbits with experimentally induced en-
dotoxemia, which  is  one  of  the well-established 
models  of  inflammation, was  investigated.  Two 
levels  of  endotoxemia were  induced  by  a  single 
administration of 5 µg/kg and 50 µg/kg of ECLPS 
dissolved in 0.5 mL pyrogen-free saline one hour 
before tramadol administration. The study design 
(doses  and  timing  of  ECLPS  and  tramadol  ad-
ministration) was  established  based  on  previous  
studies (19, 22).

Tramadol plasma concentrations were deter-
mined by the HPLC method, which was character-
ized by good linearity in the studied concentration 
range 50-5000 ng/mL (r = 0.998). The analysis of 
quality-control  samples  at  concentrations  of  tra-
madol  of  50,  150,  2500,  and  4000  ng/mL  indi-
cates  a  good within-  and  between-run  accuracy 
and precision.

We  have  shown  that  the maximum plasma 
concentrations  of  tramadol  and  the AUC values 
were significantly higher in rabbits with two stages 
of endotoxemia compared to the healthy animals. 
The  ratios of  the arithmetic means  (group  I/con-
trol and group II/control) for Cmax and AUC0-∞ in-
creased by 1.1, 0.8, 1.1., and 0.4-fold, respectively. 
Comparing the AUC0-t values statistically signifi-
cant difference was observed only for group I (the 
ratio  group  I/control was  1.9).  Comparing  both 
groups of rabbits with endotoxemia, no differences 
in the plasma concentrations and all of the phar-
macokinetic parameters of tramadol were observed 
(Table 1, Figure 1).

It  is  known  that  systemic  inflammation  is 
associated with  a  decrease  in  hepatic  expression 
and/or  activities  of  cytochrome P450  (CYP)  en-
zymes  (1,  4). As  demonstrated,  ECLPS  can  also 

downregulate  the  expression  or  activities  of  he-
patic,  intestinal, and renal drug-metabolizing en-
zymes  in  some  animal  species,  including  rabbits 
(23). Tramadol is metabolized via the cytochrome 
P450 CYP2D6 enzymes to the active M1 metabolite 
(O-desmethyltramadol), both in humans and rabbits. 
Therefore, the observed higher plasma concentra-
tions of tramadol in rabbits with endotoxemia may 
be the consequence of its lower metabolism (12, 13). 
In future studies, plasma levels of  the active me-
tabolite O-desmethyltramadol should also be mea-
sured. Apparently,  tramadol  is metabolized more 
rapidly in animals than in men (13).

It  is  interesting that  the observed significant 
changes in the pharmacokinetics of tramadol have 
already occurred after a low-dose ECLPS induced 
endotoxemia  (group  I)  and were  similar  to  the 
changes  noted  after  administration  of  a  dose  of 
ECLPS ten times higher (group II). No correlation 
has been demonstrated between the changes in the 
pharmacokinetics of tramadol and the severity of 
endotoxemia. Other  pharmacokinetic  parameters 
of  tramadol  like:  kel, t½kel), MRT, and Cl/F did 
not differ significantly between endotoxemic and 
healthy animals (Table 1). However,  the obtained 
values may indicate a slightly lower elimination of 
tramadol in rabbits with endotoxemia due to: lower 
body clearance (only in group I with low-dose en-
dotoxemia), and lower elimination rate (both groups 
of endotoxemia), and higher biological half-life and 
mean residence time (both groups of endotoxemia). 
A tendency to lower the elimination of tramadol in 
animals with endotoxemia may also be the cause of 
the increased plasma concentrations and AUC val-
ues of this opioid observed in our study. Although, 
due to a small group of animals, it could be a ran-
dom variation.

The distribution of drugs during the inflam-
matory  states  can  vary  considerably;  both  a  de-
crease  (19, 26) or  an  increase  (3) were observed. 
Increased values have been  found mostly  for hy-
drophilic drugs due to higher extravascular volume 
(3). In our study, the apparent volume of distribution 
of tramadol in rabbits with low-dose endotoxemia 
(group I) was slightly lower (p > 0.05) compared 
to the healthy animals. It could have been the re-
sult of developing inflammation and thus compro-
mised  tissue perfusion (19, 26). However,  in rab-
bits with  high-dose  endotoxemia  (group  II),  this 
parameter was comparable to the healthy rabbits. 
Similar  trends  in  the  pharmacokinetics  of  drugs 
during endotoxemia in animals have been observed 
for morphine (19) and ketamine (24). More signifi-
cant changes in the pharmacokinetics were noted 



Pharmacokinetics of tramadol in endotoxemia using an animal model 191

in  low-dose (group I) compared  to high-dose en-
dotoxemia (group II).

In our study, differences in body weight of rab-
bits from control (mean body weight 4.3 ± 0.9 kg) 
and  study  groups  (group  I  – mean  body weight 
5.0  ±  0.2  kg,  group  II  –  mean  body  weight 
5.3  ±  0.2  kg) were  observed.  Standard  deviation 
values  for  the control group are  also higher  than 
for the study groups. However, both tramadol and 
ECLPS were administered to rabbits at doses based 
on their body weight, and therefore the obtained tra-
madol plasma concentrations and pharmacokinetic 
parameters should not be affected.

The results of animal  (3, 19, 23) and human 
(25, 26) studies indicate that variations in the phar-
macokinetics of drugs used in endotoxemia may be 
remarkably different. This may be due to the prop-
erties of the drug itself, the dose and type of lipo-
polysaccharide and the characteristics of the animal 
species used in animal models, and the severity of 
infection and inflammatory in the patients, among 
other factors (3).

Limitations of the study
Due  to  the physiological differences between 

rabbits  and humans,  like  changes  in  oncotic  pres-
sure,  tissue perfusion, and  liver  function  (27), our 
results cannot be directly extrapolated  to patients. 
However,  this animal model of experimentally  in-
duced  endotoxemia  can provide basic  information 
about  the  changes  in  the pharmacokinetics of  tra-
madol  (10,  11). An  important  limitation was  also 
the fact that the plasma concentrations and phar-
macokinetic  parameters  of  the  active  metabo-
lite of tramadol O-desmethyltramadol  were  not  
determined.

CONCLUSION

We  observed  changes  in  the  pharmaco-
kinetics  of  tramadol  in  rabbits  with  endotox-
emia  compared  to  the  healthy  animals. This  jus-
tifies  further  clinical  studies  on  modifying  the 
dosing  regimens  of  this  opioid  during  systemic  
inflammation.
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