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Influence of meloxicam on cellular and humoral defense mechanisms

Summary

The aim of the study was to determine the influence of meloxicam — a nonsteroid anti-inflammatory drug,
on nonspecific cellular and humoral defense mechanisms in cows.

Ten heifers in two groups (experimental and control) were examined. Meloxicam was given once only to the
experimental group during the course of the study. The levels of lysozyme activity and total protein as well as
ceruloplasmine, gamma globulin and metabolic activity (RB A), the Kkilling activity of macrophages (PKA)
and proliferate response of lymphocyte were measured in the blood.

The results indicate the immunosuppressive effect of Meloxicam on nonspecific cellular and humoral
responses which, in practice, could appear as an increased sensitivity to infection, a decrease in post-vaccine
immunity as well as the occurrence of various asymptomatic infections.
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Niesterydowe leki przeciwzapalne (NLPZ) sa jedna
z najczesciej przepisywanych przez lekarzy i stoso-
wanych przez pacjentow grupa lekow. Sa one rowniez
coraz czg$ciej stosowane w weterynarii i to zar6wno
u matych, jak 1 u duzych zwierzat. Powszechnie wia-
domo o ich wlasciwosciach przeciwzapalnych, prze-
ciwbolowych oraz przeciwgoraczkowych. Mechanizm
dziatania NLPZ byt praktycznie nieznany do roku
1971, kiedy to John Vane (18) wykazal, ze dziatanie
aspiryny polega na hamowaniu syntezy prostanoidow
poprzez blokowanie enzymu zwanego cyklooksyge-
naza (COX). W organizmie ssakow prostanoidy po-
wstaja z kwasu arachidonowego przy udziale COX.
Obecnie znane sa dwie izoformy tego enzymu, tj.
COX-1 (tzw. izoforma konstytutywna), ktora wyste-
puje praktycznie we wszystkich tkankach ssakow 1 wa-
runkuje roznorodne procesy fizjologiczne np. agrega-
cje plytek krwi, ochrong btony §luzowej zotadka oraz
wiele innych funkcji decydujacych o utrzymaniu ho-
meostazy w organizmie oraz COX-2 (tzw. izoforma
indukowana), ktorej ekspresja jest wzbudzana przez
cytokiny, mitogeny oraz endotoksyny i jest odpowie-
dzialna za zwigkszona produkcje prostaglandyn (pQG)
w stanach zapalnych (6-8). Udowodniono, ze PG dzia-

taja supresyjnie na odpowiedz obronna organizmu,
hamujac aktywacj¢ komorek NK (Natural Killer) 1 lim-
focytow cytotoksycznych u ludzi (15). Natomiast brak
jest danych dotyczacych dzialania NLPZ na nieswo-
iste komorkowe 1 humoralne mechanizmy obronne
u bydta. Dlatego celem przeprowadzonych badan byta
ocena wplywu jednego z NLPZ — meloksykamu na
nieswoiste komorkowe i humoralne mechanizmy
obronne krow.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na dojrzatych ptciowo jatow-
kach (n=10), bedacych krzyzéwka rasy czarno-biatej
z 50-90% udziatem genetycznym rasy holsztynsko-fryzyj-
skiej, o sredniej masie ciata 320-410 kg, w wieku 14-17
miesigcy. Jatowki karmione byty sianokiszonka wtasnej pro-
dukcji, mialy nieograniczony dostgp do wody i przetrzy-
mywane byly w takich samych warunkach. Wszystkie zwie-
rzeta uzyte w doswiadczeniu byly klinicznie zdrowe i po-
chodzity ze stada wolnego od chor6b inwazyjnych (Stacja
Dydaktyczno-Badawcza UWM z siedziba w Baldach, woj.
warminsko-mazurskie).

Uklad doswiadczenia. Zwierzgta podzielono na 2 grupy
liczace po 5 krow. W grupie I — (do§wiadczalnej) podawa-
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no meloksykam w iniekcji
do zyly szyjnej zewngtrz-
nej. W grupie II — (kontrol-
nej) podawano ptyn fizjolo-
giczny w analogiczny spo-
sob.

Dobg przed iniekcjq me-
loksykamu lub ptynu fizjo-
logicznego oraz w 5., 10.
i 15. dniu po podaniu tych
substancji z zyty szyjnej ze-
wngtrznej pobierano krew
do badan, w celu oznacze-
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Tab. 1. Wplyw meloksykamu na aktywnos¢ lizozymu, poziom bialka calkowitego, gammaglo-
bulin oraz ceruloplazminy surowicy krwi krow

Aktywnosé lizozymu
w surowicy krwi

Poziom ceruloplazminy
w surowicy krwi kréw

ogdlnego w surowicy

Poziom biatka

Poziom gammaglobulin
w surowicy krwi krow

kréw (mg/l) () krwi kréw (g/1) (a/)
Przed aplikacja
meloksykamu 1,37 £ 0,29 42,52 + 6,00 37,89 = 3,36 5,49 + 1,96
5 dni po aplikacji 0,94 0,19 45,54 + 2,70 45,45 + 10,4 2,39 + 1,55**
10 dni po aplikacji 0,81 £ 0,09** 56,36 £ 5,01** 51,35 £ 7,90 1,70 £ 0,87**
15 dni po aplikacji 0,89 = 0,13* 49,24 + 1,60 36,92 + 13,8 1,65 = 0,23**

nia 1 porownania ksztatto-
wania si¢ wskaznikoéw nie-
swoistej odpornosci.

Tab. 2. Wplyw meloksykamu na aktywnos$¢ metaboliczng fagocytow (RBA), zdolno$¢ wewnatrz-
komoérkowego zabijania (PKA) przez komérki zerne (PMN i MN) oraz odpowiedz prolifera-
cyjna limfocytéw (MTT) stymulowanych mitogenami (ConA, LPS, PHA) krwi obwodowej krow

Niesterydowy lek prze-
ciwzapalny — meloksykam
(Metacam® Bydlo 5 mg/ml;
Boehringer Ingelheim Vet-
medica GmbH, Niemcy) po-
dawano w dawce 0,5 mg/kg
m.c. (1 ml preparatu/10 kg
m.c.). Plyn fizjologiczny

11 dni po aplikacji

14 dni po aplikacji

0,16 + 0,04***
0,20 = 0,10***

0,12 £ 0,01**
0,16 + 0,07*

0,10 = 0,020***
0,13 = 0,060**

0,14 £ 0,020***
0,12 + 0,030***

Respiratory Burst | Potential Killing MTT MTT
Activity (RBA) Activity (PKA) | (ConA-50 pg/ml) | (LPS-25 pg/ml) | (Fito-10 pg/ml)
Przed aplikacja
meloksykamu 0,59 £0,10 0,32 +0,14 0,25 + 0,050 0,36+ 0,130 | 0,34 = 0,140
5 dni po aplikacji 0,34 £ 0,08** 0,14 £ 0,02* 0,10 = 0,009*** | 0,08 + 0,005*** | 0,09 + 0,007***

0,13 £ 0,030~
0,12 + 0,040**

(Nartium Chloratum 0,9%
— inj; Polfa Kutno, Polska),
podawano w ilosci 1 ml/
10 kg m.c.

Ocena parametrow nieswoistej odpornosci komor-
kowej. Badanie aktywno$ci metabolicznej fagocytow —
Respiratory Burst Activity (RBA) na podstawie wewnatrz-
komoérkowego wybuchu tlenowego po stymulacji PMA
(Phormol Myristate Acetate) metoda spektrofotometrycz-
na (OD 620 nm) wg Chung&Secombes (5), badanie zdol-
nosci do wewnatrzkomorkowego zabijania przez komorki
zerne (polimorfonuklearne — PMN i mononuklearne — MN)
metoda spektrofotometryczna (OD 620 nm) PKA (Poten-
tial Killing Activity) wg Rooka i wsp. (14), badanie odpo-
wiedzi proliferacyjnej limfocytow stymulowanych mitoge-
nami (ConA — konkawalina, LPS — lipopolisacharyd, PHA
— fitohemaglutynina) przy pomocy metody MTT (3-[4, 5-
-dimethylthiazoly-2yl]-2, 5-diphenyltetrazolium bromie)
opisanej pierwotnie przez Mosmanna (11).

Ocena parametrow nieswoistej odpornosci humoral-
nej. Aktywnos¢ lizozymu (muramidazy) (mg/l) metoda
turbidymetryczng (12) w modyfikacji Siwickiego i Ander-
sona (16), poziom biatka catkowitego (g/l) oznaczono me-
toda spektrofotometryczng (9), poziom gammaglobulin
(g/1) metoda precypitacji wg Siwickiego i Andersona (16),
aktywno$¢ ceruloplazminy — Cp (mg%) metoda spektro-
fotometryczna (13).

Uzyskane wyniki opracowano statystycznie metoda jed-
noczynnikowej analizy wariancji (One-way ANOVA) tes-
tem Bonferroni z wykorzystaniem programu komputero-
wego GraphPad Prism.

Wyniki i omowienie
Jak wiadomo, w wyniku procesu zapalnego w miej-

scu ogniska dochodzi do nagromadzenia licznych ko-
morek i rozpuszczalnych czynnikéw (frakcje uktadu

Objasnienia: * — statystycznie istotne roznice p < 0,05, ** — statystycznie istotne réznice p < 0,01,
*¥%* _ statystycznie istotne roznice p < 0,001

dopetiacza, immunoglobuliny, granulocyty, makro-
fagi, limfocyty itp.) zwalczajacych zarazek. Jednymi
z mediatoréw zapalnych sa prostanoidy, ktore powstaja
z kwasu arachidonowego pod wplywem enzymu cy-
klooksygenazy (COX). Ten ostatni z kolei blokowany
jest przez niesterydowe leki przeciwzapalne, w tym
réwniez przez badany meloksykam. Prostanoidy wy-
kazuja m.in. wlasciwosci pobudzajace mechanizmy
obronne organizmu bezposrednio badz posrednio (np.
wytwarzanie TNF-c, IL-1, IL-6, IL-8, wolnych rodni-
kéw przez leukocyty, mieloperoksydazy, kwasu pod-
chlorowego (10).

Oceniane parametry nieswoistej odpornosci, zarow-
no humoralnej, jak i komorkowej warunkuja zdolno$é
eliminacji czynnikow Zakaznych w wyniku czego
decyduja o zasiedleniu, namnozeniu i rozprzestrzenie-
niu si¢ zarazka w organizmie. Gammaglobuliny sta-
nowia podstawg do efektywnego wytworzenia odpor-
nos$ci humoralnej, lizozym niszczy komorki bakteryj-
ne, za$ biatka ostrej fazy, bedace pierwsza bariera
w zwalczaniu patogendéw, wspolpracuja z innymi nie-
swoistymi czynnikami odpornosci, np.: dopetniaczem,
fagocytami. Te ostatnie zastuguja na szczego6lna uwa-
ge, gdyz odgrywaja zasadnicza role w zakazeniach
drobnoustrojami wewnatrzkomoérkowymi, zwlaszcza
wirusami. Obok zabijania zarazkdw moga one po ich
degradacji prezentowa¢ antygen limfocytom T, ktore
ulegaja wowczas swoistej aktywacji 1 na drodze bez-
posredniej lub posredniej wchodza w cykl procesow
obronnych. Poza tym obnizona badZz podwyzszona
zdolno$¢ limfocytow do transformowania w formy
blastyczne pod wptywem czynnika mitogennego, wy-
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daje si¢ rownie istotna w przypadku ewentualnego
zadzialania mitogenu swoistego, jakim moga by¢ pa-
sozyty wewnatrzkomoérkowe w zakazonym organiz-
mie.

Uzyskane w trakcie doswiadczenia wyniki badan
u krow wskazuja na istotny wptyw meloksykamu na
wybrane parametry nieswoistej odpornosci humoral-
nej pozmm gammaglobulin, ceruloplazminy, aktyw-
nos¢ lizozymu (tab. 1) oraz nieswoistej odpornosci
komorkowej: RBA 1 PKA (tab. 2).

Podkresli¢ nalezy statystycznie istotny spadek po-
ziomu gammaglobulin, ktéry obserwowano juz od
5. dnia po aplikacji leku (2-krotne zmniejszenie w 5.
dniu i 3-krotne w 15. dniu w poréwnaniu do grupy
kontrolnej). Stwierdzono rowniez statystycznie istot-
ny spadek aktywnosci lizozymu, ktora przed podaniem
meloksykamu ksztattowata si¢ na poziomie 1,37 mg/l,
natomiast po 10 1 15 dniach od iniekcji preparatu wy-
nosita 0,81 mg/l oraz 0,89 mg/l. Zaskakujacy efekt
dziatania meloksykamu obserwowano w odniesieniu
do ceruloplazminy — jednego z biatek ostrej fazy, kto-
rej poziom statystycznie istotnie wzrost 10 dnia post
injectione (p.i.). Natomiast wzrost poziomu biatka cal-
kowitego, obserwowany w pierwszych dziesigciu
dniach po podaniu leku, byt statystycznie nieistotny
1 15. dnia p.i. parametr ten wrocit do poziomu wyjscio-
wego (jak przed iniekcja meloksykamu) tzn. 36,92 g/1
(tab. 1).

Jeszcze bardziej interesujacy wplyw meloksykamu
u kréw obserwowano w obrgbie ocenianych wskaz-
nikow nieswoistej odpornosci komorkowej (tab. 2).
Zaréwno aktywno$¢ metaboliczna (RBA), jak 1 fago-
cytarna (PKA) leukocytéw krwi oraz zdolnos$¢ proli-
ferowania limfocytoéw (MTT) stymulowanych mito-
genami (konkawalina, lipopolisacharydami, fitohema-
glutyning) od 5. dnia p.i. do konca trwania doswiad-
czenia (15. dnia) wykazywaly statystycznie istotny spa-
dek wartosci.

Prezentowane wyniki badan wskazuja, ze meloksy-
kam u kréw dziata silnie immunosupresyjnie, zarow-
no na parametry nleswmsteJ odpornosci komérkowej,
jak 1 humoralnej, i — co wazne — bezposrednio po Jego
podaniu. Przyczyn tego zjawiska dopatrywac si¢ mozna
w wielu mechanizmach dziatania NLPZ. W badaniach
in vitro (4, 19) wykazano, ze NLPZ posiadaja wiasci-
wosci przeciwutleniajace 1 zmniejszajace wytwarza-
nie wolnych rodnikéw przez aktywowane granulocy-
ty oraz ograniczajace agregacj¢ granulocytow i ich
adhezj¢ do srodblonkéw. Berg J. 1 wsp. (3) stwierdzi-
li, ze hamuja one tworzenie IL-6 i NO przez stymulo-
wane komorki. Natomiast inni autorzy (2) obserwo-
wali, po podaniu NLPZ, u kréow spadek poziomu IFN
(Interferonu) 1 TNF-a (Tumor Necrosis Factor) oraz
u cztowieka IL-1 (1, 17).

W praktyce obserwowane u krow zjawisko immu-
nosupresji objawia¢ si¢ moze zwigkszong wrazliwos-
cia orgamzmu na zakazenia, stabsza odpornos$cia po-
szczepienna i ujawnieniem zakazen bezobjawowych.
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