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Wplyw lipopolisacharydu i fluniksyny
na stezenie steroidow ptciowych i biochemiczne
wskazniki nasienia ogierow
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Effect of lipopolisacharide and flunixin meglumine administration on the sex steroids
and biochemical parameters of stallion semen

Summary

The study was carried out on 16 clinically normal stallions of Polish Primitive Horses in the in the repro-
ductive season (April - July). Four stallions were infused with endotoxin (LPS) from Escherichia coli 055:B5
at doses of 0.3 mg/kg b.w. (group ENDO). Twelve stallions were treated with flunixin meglumine (1.1 mg/kg
b.w., IV) for 5 min. (group E+FM1, n=4), 30 min. (group E+FM2, n=4), and 60 min. (group E+ FM3, n=4) after
the administration of LPS. The study was meant to determine the concentration of testosterone (T), estrone
(E)), estradiol-173 (E,f), total protein (TPR), albumin (ALB), zinc (Zn), cholesterol (CHOL), and aspartate
aminotransferase (AST) activity in the seminal plasma of stallions. The administration of endotoxin had an
influence on the T, Ezﬂ, E, and TPR, ALB, CHOL concentration, as well as on AST activity in seminal plasma
(in the period of the 24h-9th weeks after LPS administration). There has been a statistically significant
decrease noted noted in the T, to 0.18 ng/ml (A - 21.7%), and an increase in the E, to 45,3 pg/ml (AEzﬂ -46.1%),
Ef, to 92.9 pg/ml, (A_,, - 45.6%), as well as in the: TPR, to 22.3 g/l (A,, - 76.9%); ALB, to 1.9 g/l
( ALB " 94.0%); CHOL, to 0.52 mmol/l (A_,,, - 21.0%), and AST, to 68.1 mU/lO”pl (A -138.4%). The
p0s1t1ve effects of treatment with flunixin meglumine were noted on T, E,3, ALB and CHOL concentrations
in seminal plasma, especially of stallions group E+FM1.
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U trykow (19, 24) i knuréw (23) poddanych wply-
wowi endotoksyn wykazano endokrynologiczne i se-
minologiczne zmiany, w tym szczegolnie liczne wady
morfologiczne plemnikow, wskazujace na ujemny
wplyw endotoksyn na nabtonek plemnikotworczy oraz
na proces dojrzewania plemnikow w najadrzach. Po-
danie endotoksyny miato takze negatywny wplyw na
stgzenie hormonow steroidowych (T, E ), makro-
1 mikroskopowe oraz na liczne biochemiczne wskazni-
ki jakosci nasienia ogierow (5-7). W tym ostatnim przy-
padku odnotowano szczegoOlnie wyrazny wzrost ste-
zenia albumin oraz aktywno$ci aminotransferazy aspa-
raginianowej w 0soczu nhasienia ogieréw poddanych
wplywowi lipopolisacharydu (LPS) Escherichia coli.

Megluminian fluniksyny (FM) jest niesteroidowym
lekiem przeciwzapalnym, nienarkotycznym lekiem
przeciwbolowym, o wlasciwos$ciach przeciwgoraczko-
wych. FM jest stosowany w praktyce weterynaryjnej
w ttumieniu bolu zwigzanego z roznyml przypadtos-
ciami migsniowo-szkieletowymi 1 morzyskami oraz
w zapobieganiu skutkom niekorzystnego wplywu en-

dotoksyn na organizm u koni (1, 3, 16-18). Fluniksy-
na podawana w pojedyncze; dawce (1,1 mg/kg m.c.)
nie wplywa ujemnie na st¢zenie testosteronu i 17ﬂ
-estradiolu we krwi ani na morfologi¢ plemnikéw ogie-
ra (8). Badania u knurow (25) dowiodty, ze FM obni-
za poziom 15-ketodihydro-PGF, we krwi oraz redu-
kuje infiltracj¢ PMN tkanki §rodmiazszowej jader
1 morfologiczne zmiany komorek Leydiga, wykazujac
réwniez modulujacy wpltyw na stgzenie testosteronu
we krwi knurow poddanych wptywowi LPS S. thyphi-
murium. U ogierow (9) wykazano korzystny wpltyw
podania FM, szczegolnie w czasie 5 min. po podaniu
LPS, na Jakosc nasienia, wyrazajacy si¢ mniejszym od-
setkiem wad morfologlcznych plemmkow W nasieniu
w poroéwnaniu do grupy ogieréw otrzymujacej tylko
endotoksyng.

Celem badan byto okres§lenie wptywu niesteroido-
wego leku przeciwzapalnego — megluminianu flunik-
syny na zmiany st¢zenia wybranych hormonow stero-
idowych oraz biochemicznych parametrow w nasie-
niu wywotane podaniem endotoksyny u ogierow.
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Materiat i metody

Badania przeprowadzono na 16 klinicznie zdrowych
konikach polskich, w sezonie rozrodczym (kwiecien-czer-
wiec). Ogiery podzielono na cztery grupy: ENDO (4 ogie-
ry w wieku 4-12 lat i masie ciata od 260-400 kg,
ENDO + FM1 (4 ogiery w wieku 5-10 lat i wadze ciala
220-380 kg), ENDO + FM2 (4 ogiery w wieku 6-12 lat
1 masie ciala od 300-420 kg oraz ENDO + FM3 (4 ogiery
w wieku 4-13 i wadze ciata 260-380 kg). Ogierom ENDO
podano LPS Escherichia coli serotype 055:B5 (Sigma)
w dawce 0,3 pg/kg m.c. Endotoksyng rozpuszczano
w 500 ml apirogennego ptynu fizjologicznego (0,9% NaCl,
Polfa) i podawano ogierom w wlewie dozylnym. Pozostale
ogiery otrzymywaly w ten sam sposob taka sama dawke
endotoksyny oraz niesteroidowy lek przeciwzapalny — me-
gluminian fluniksyny (FM), w dawce 1,1 mg/ kg m.c.,
w postaci preparatu Finadyne vet. firmy ScanVet., Dania
(Flunixin 50 mg/ml). Fluniksyng podawano dozylnie 5 min.
(grupa ENDO + FM1), 30 min. (grupa ENDO+FM2) i 60
min. (grupa ENDO + FM3) po wlewie endotoksyny. Na-
sienie uzyskiwano przy pomocy sztucznej pochwy model
Missuori, dwukrotnie w kazdym z 4 tygodni badan wstep-
nych oraz w 72.124. godzinie przed rozpoczgciem doswiad-
czenia ($rednia oznaczono jako A) nastepnie w 24. 1 72.
godzinie oraz dwukrotnie w kazdym kolejnym tygodniu do-
swiadczenia poczawszy od 1. do 9. tygodnia, po podaniu
LPS lub LPS+FM (Srednia oznaczono jako B). Osocze na-
sienia otrzymywano przez wirowanie frakcji wlasciwej eja-
kulatu (do badan hormonalnych przy g = 1000, a bioche-
micznych przy g =10 000) przez 15 min., nast¢pnie zamra-
zano w temp. —20°C. W osoczu nasienia oznaczano steze-
nie testosteronu (T), 173-estradiolu (E,8) i estronu (E, ) przy
wykorzystaniu metod RIA podanych wezesniej (7, 10). Ste-
zenie albumin (ALB), cynku (Zn) i cholesterolu catkowi-
tego (CHOL) oraz aktywno$¢ aminotransferazy aspraginia-
nowej (AST) oznaczano metodami podanymi wczesniej (5,
6, 10).

Analizg statystyczna przeprowadzono przy uzyciu prog-
ramu Statistica StatSoft. Srednie (+ s) pordéwnywano przy
uzyciu testu ANOVA Fishera i Kruskala-Wallisa. R6znice
uznano za statystycznie istotne przy p < 0,05.

Wyniki i omowienie

Badania hormonalne (ryc. 1-3) wykazaty, ze w gru-
pie ogierow ENDO, w okresie od 24 h do 9 tyg. po
podaniu endotoksyny, miato miejsce statystycznie
istotne (p < 0,05) obnizenie st¢zenia testosteronu, do
0,18 ng/ml (A, —21,7%) oraz wzrost stgzenia estronu
do 45,3 pg/ml (A, — 46,1%) i 17B-estradiolu, do
92,9 pg/ml (A 45 ,6%). W tym samym czasie, od-
notowano w grupach ogier6w ENDO + FM1-3 (endo-
toksyna + fluniksyna odpowiednio: w 5 min., 30 min.,
60 min. po podaniu LPS) tylko niewielkie 1 statystycz—
nie nieistotne zmiany st¢zenia T w osoczu nasienia.
W pozostatych grupach ogierow stwierdzono nato-
miast wzrost st¢zenia estronu w osoczu nasienia do
49,7 pg/ml, A —39,6% (ENDO +FMl), do 40,0 pg/ml
A, —21,9% (ENDO + FM2) i do 41,0 pg/ml A,
44.,8% (ENDO + FM3) oraz wzrost stgzenia 17ﬂ Ces-
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Ryec. 1. Zmiany ste¢zenia testosteronu w osoczu nasienia ogie-
réw po podaniu endotoksyny i fluniksyny
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Ryec. 2. Zmiany stezZenia estronu w osoczu nasienia ogierow
po podaniu endotoksyny i fluniksyny
Objasnienia: * roznice istotne odno$nie do czasu A, a:b istotne
roznice migdzy grupami, przy p < 0,05
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Ryc. 3. Zmiany stezenia 173-estradiolu w osoczu nasienia ogie-
réw po podaniu endotoksyny i fluniksyny
Objasnienia: jak na ryc. 2.
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tradiolu do odpowiednio: 103,0 pg/ml (A, g~ 13,1%),
99,0 pg/ml (A, —39,6%)1107,4 pg/ml (A, —40,6%).

W osoczu nasienia stwierdza sig obecnosé hormo-
now steroidowych — androgenow i estrogenow (T, E ,
E S, E)) oraz ich wzajemne zaleznosci i korelacje miq—
dzy poziomem w osoczu nasienia i w plazmie krwi.
Szczegblnie 1nterequ ace sa badania wykazujace zwia-
zek migdzy poziomem steroidow p1c1owych W na-
sieniu z patologia. Dotychczas ustalono, ze st¢zenie
testosteronu w osoczu nasienia jest nizsze u me¢zczyzn
z nienormalnym nasieniem (27). U nieptodnych ludzi
odnotowano rowniez wzrost stezenia estradiolu w oso-
czu nasienia oraz spadek st¢zenia testosteronu 1 war-
tosci stosunku testosteron/estradiol (15). Natomiast
wysokie stezenie 5 alfa-dihydrotestosteronu i obnizo-
ne stgzenie estradiolu oraz estronu w ptynie prostaty
psOW z azoospermia, w pordwnaniu z nasieniem z nor-
mospermia i oligozoospermia (14). W badaniach wczes-
niejszych (7) u ogieréw poddanych wplywowi endo-
toksyny wykazano statystycznie istotny spadek steze-
nia T w osoczu nasienia w 24 h do 0,08 ng/ml oraz
wzrost E 8 w czasie miedzy 72 h a 2 tyg. (maksymal-
ny wzrost w 72 h, do 156,4 pg/ml) po podaniu LPS
Escherichia coli w dawce 0,3 pg/kg m.c. W tych
samych badaniach stwierdzono spadek (maksymal-
ny w 6. h) i nastepujacy po tym wzrost (maksymalny
w 48. h) stezenia T oraz wzrost (maksymalny w 2. h)
i nastgpujacy po tym spadek (maksymalny w 6. h) ste-
zenia Ezﬂ w surowicy krwi oglerow poddanych wply-
wowi endotoksyny. Dla poréwnania, w badaniach
z zastosowaniem deksametazonu (stres) wykazano, ze
po podamu DEX stezenie testosteronu w 0soczu na-
sienia ogiero6w bylo obnizone, natomiast estronu pod-
wyzszone, ale tylko w odniesieniu do grupy kontrol-
nej. U tych samcow koncentracja 178-estradiolu wzro-
sta statystycznie istotnie (w czasie od 24 h-9 tyg. ba-
dan), do 142,0 pg/ml, A_ kg 59,6% po podaniu DEX
8). W endotoksemn u trykow (24) wykazano tylko
spadek stgzenia testosteronu w surowicy krwi w cza-
sie migdzy 12-24 h, natomiast u knuréw (25) stwier-
dzono wzrost T w 12 h po podaniu LPS S. typhimu-
rium. Badania u szczurow (2) udowodnity takze zabu-
rzenia w steroidogenezie po podaniu endotoksyny,
wyrazajace si¢ spadkiem poziomu androgenow (T)
i wzrostem estrogenow (E, + E,) we krwi.

Analizy biochemiczne (tab 1) wykazaty, ze po po-
daniu endotoksyny w osoczu nasienia ogierow ENDO
statystycznie istotne wzrosto st¢zenie biatka catkowi-
tego do 22,3 g/l (A, — 76,9%), albumin do 1,94 g/l
(A, ,—9%4 0%) chofesterolu do 0,52 mmol/l (ACHOL —
21 0%) oraz aktywnosci ammotrasferazy asparaginia-
nowej do 68,2 mU/10%pl (A, — 138 4%) W przy-
padku cynku stwierdzono tylko pewne rdéznice mig-
dzy poszczegolnymi gmpaml ogieréw. W tym samym
czasie, w grupie ogierdw ENDO + FM1 wzrosto steze-
nie biatka catkowitego do 20,5 g/l (A, — 14,5%), i ami-
notransferazy asparaglmanowej do 62,5 mU/10°pl.
(A, ..—62,0%). W grupie ogierow ENDO + FM2 miat

AST

715

Tab. 1. Biochemiczne wskazniki osocza nasienia ogierow po
podaniu endotoksyny i fluniksyny

. Czas badan
Wskaznik
Grupa A (n = 40) B (n = 80)
ENDO 12,6+1,8 22,3 +6,7*2
E + FM1 17,9 + 5,6 20,5 + 6,1*@
TPR (g/l)
E + FM2 13.9+1,8 15,8 + 3,4*b
E + FM3 13,1 +£1,0 15,7 + 3,0*b
ENDO 1,00 = 0,27 1,94 + 0,36*2
E + FM1 1,52 + 0,55 1,64 + 0,780
ALB (g/1)
E + FM2 0,90 + 0,28 1,35 + 0,46*¢
E + FM3 0,82 + 0,17 1,26 + 0,34*¢
ENDO 28,9 + 8,2 26,8 + 8,52¢
E + FM1 30,7+9,8 316+9,1P
Zn (pmol/l)
E + FM2 36,1+5,8 27,6 £9,2¢
E + FM3 26,7+1,7 25,5 + 10,6°
ENDO 0,43 0,12 0,52 + 0,22*2¢
E + FM1 0,57 + 0,11 0,67 + 0,25°
CHOL (mmol/l)
E + FM2 0,38+ 0,10 0,45 + 0,12*¢
E + FM3 0,32 + 0,13 0,41 £ 0,15*¢
ENDO 28,6 + 14,5 68,2 + 32,0*2
E + FM1 38,6 + 19,6 62,5 + 34,3*ab
AST (mU/10%l.)
E + FM2 27,0 + 16,0 68,4 + 34,4*2
E + FM3 30,0 + 15,6 53,2 + 27,3*P

Objasnienia: * rdznice istotne odnosnie do czasu A, a:b:c istotne
réznice migdzy grupami, przy p < 0,05

miejsce wzrost TPR do 15,8 g/l (A, — 13,6%), ALB
do 1,35 g/l (A, , — 50,0%), CHOL do 0,45 mmol/l
(Ao, — 18,4%) 1 AST do 68,4 mU/109p1 (At —
15 3,3%) U ogierow ENDO + FM3 odnotowano istot-
ny statystycznie wzrost TPR do 15,7 g/l (A, —19,8%),
istotny wzrost ALB do 1,26 g/l (A, — 44,0%),
CHOL do 0,41 mmol/l (ACHOL 28 1%) 1 AST do
53,2 mU/109p1 Ay =77 3%)

Osocze nasienia zawiera rozne kompleksy bioche-
miczne, ktorych poziom moze stanowi¢ wazna infor-
n’laCJQ o biologicznej wartosci nasienia i stanie czyn-
no$ciowym samczego uktadu rozrodczego. Badania
u knuréw (21) dowodza, ze podanie CPA (anty andro-
gen) powoduje szereg zmian biochemicznych, w tym
wzrost zawarto$ci TPR w osoczu nasienia. Termicz-
nie indukowana degeneracja jader powoduje takze
zmiany w sktadzie biatkowym nasienia buhajow (26).
Stezenie albumin w nasieniu jest w korelacji z odset-
kiem plemnikéw z wadami morfologicznymi, stad
podwyzszone stezenie ALB w osoczu nasienia stwier-
dzono w patologicznym nasieniu u trykow (20). Obec-
ny w nasieniu cholesterol koreluje z procesem zapal-
nym prostaty u m¢zczyzn (22). Stezenie CHOL bylo
natomiast obnizone w azoospermicznym nasieniu
mezezyzn (13). Podwyzszone st¢zenie cholesterolu
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oraz wysoka aktywno$¢ aminotransferazy asparaginia-
nowej zaobserwowano takze w nienormalnej, zoltej
plazmie nasienia indykow (12). Wzrost aktywnosci
AST w osoczu nasienia stwierdzono u ogieréw zaka-
zonych S. equi subsp. zooepidemicus (4). W badaniach
wczesniejszych u ogierow (5) wykazano po podaniu
roznych dawek endotoksyny E. coli (0,05, 0,1, 0,3 ng/
/kg m.c.), ze najwyzsza dawka LPS powodowala,
w czasie 24 h-9 tyg. badan, wzrost w osoczu nasienia
stezenia TPR 037,3%, ALB 0 115,4% 1 AST 0200,5%.
Z kolei stgzenie cynku w osoczu nasienia ogierow
obnizyto sig statystycznle istotnie tylko w 6 tyg. po
podaniu LPS (6). Dla poréwnania, w grupie oglerow
otrzymujacych deksametazon (stres) stwierdzono, zZe
wsrod badanych wskaznikéw biochemicznych aktyw-
nos¢ AST w osoczu nasienia wzrosta statystycznie
istotnie, z przyrostem (A ) — 58,2% (8).

Dziafanie meglumlmanu ﬂumksyny (FM), jako nie-
steroidowego leku przeciwzapalnego, sprowadza si¢
do zdolnosci hamowania oksygenacji kwasu arachi-
donowego. Fluniksyna redukuje synteze produktow
cyklooksygenaql (1, 17). U knuréw (25) wykazano,
ze fluniksyna obniza poziom 15-ketodihydro-PGF, we
krwi oraz redukuje zmiany zapalne w jadrach i modu-
luje, w pewnym stopniu, st¢zenie testosteronu w suro-
wicy krwi zmienione po poddaniu LPS. Megluminian
fluniksyny podany w dawce 1,1 mg/kg m.c., szczegdl-
nie w 5 min. po infuzji LPS Escherichia coli (w daw-
ce 0,3 pg/kg b.w.) mial pozytywny wptyw na jakos¢
nasienia ogierow (9). W badaniach tych stwierdzono,
ze FM korzystnie wptywa na ruchliwosc¢ i koncentra-
cj¢ plemnikéw oraz obniza odsetek wad morfologicz-
nych plemnikow u ogieréw poddanych wplywowi en-
dotoksyny.

Reasumujac nalezy stwierdzi¢, ze podanie endotok-
syny wywoluje liczne zmiany w stgzeniu hormonéw
steroidowych oraz w sktadzie biochemicznym nasie-
nia ogieréw. Mniejsze zmiany, szczegdlnie w odnie-
sieniudo T, E 8, ALB i CHOL w osoczu nasienia ogie-
16w spowodowane podaniem endotoksyny + ﬂunlksy-
ny (szczegdlnie w 5 min. po podaniu LPS), w porow-
naniu z grupa otrzymujaca tylko endotoksyng, nalezy
niewatpliwie wigza¢ z anty-cyklooksygenazowym,
przeciwzapalnym oraz przeciwgoraczkowym dziata-
niem FM. W tym ostatnim przypadku stwierdzono
u ogierow poddanych wplywowi endotoksyny wyraz-
ny spadek temperatury rektalnej 1 temperatury skory
moszny w grupie samcow leczonych megluminianem
fluniksyny (11).
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