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Nimesulidin hepatotoksik etkisinin sicanlarda ara stirimasi
Investigation of hepatotoxic effect of nimesulide on rats
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Ozet

Amag: Nimesulid verilisinden sonra ciddi karaciger hasarinin gorildigu cesitli olgular rapor edilmistir. Nimesulidin
hepatotoksik etki mekanizmasi tam olarak aydinlatiimamistir. Hasar olusumundan oksidatif strese neden olan reaktif
metabolitleri sorumlu tutulmaktadir. Ancak nimesulidin serbest radikalleri temizleyici 6zelligi nedeniyle antioksidan
aktivite gosterdigi de bilinmektedir. Bu nedenle ¢alismamizda, nimesulidin hepatotoksik etkisini ve hasar olusumunda
oksidatif stres ile antioksidan enzim aktivitelerinin iliskisini aragtirmayi amacladik.

Gere¢ ve Yontem: Nimesulid, yetiskin disi sicanlara intragastrik gavajla, 2X2.5 (Grup 1) ve 2X5.0 (Grup II)
mg/kg/gun dozlarda, 14 gun sireyle uygulanmistir. Kontrol grubunu olusturan sigcanlara (Grup K) yalnizca % 0.5’ lik
karboksimetil seliiloz (CMC) verilmigtir. Hepatotoksisite degerlendirmesi icin karaciger dokulari histopatolojik olarak
incelenmig, plazma malondialdehid (MDA) diizeyi ve serum gostergeleri dlclilmustir. Eritrosit antioksidan enzim
aktiviteleri tayin edilmigtir.

Bulgular: Nimesulid uygulamasi, her iki grupta da plazma MDA dizeylerinde anlamli artiglara neden olmustur. Se-
rum AST aktiviteleri Grup I’ de, serum ALP aktiviteleri ise nimesulid uygulanan her iki grupta, kontrol grubuna gére
anlamli diizeyde yuksek bulunmustur. Antioksidan enzimlerden yalnizca katalaz enzim aktivitesi Grup I’ de artmistir.
Karacigerlerin histopatolojik incelemesi, yiiksek doz nimesulid uygulanan sicanlarda daha belirgin olmak tzere, hafif-
ten orta dereceye degisen siddette hasar olugtugunu gostermektedir.

Sonuig: Bulgularimiz, yetigkin disi sicanlarda nimesulidin hepatotoksik etki potansiyeline sahip oldugunu ve hasar
olusumunda oksidatif stresin roll olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Nimesulid, hepatotoksisite, oksidatif stres, disi si¢an
Summary

Aim: Several cases of severe liver injury have been reported following the administration of nimesulide. The exact
mechanism of hepatotoxic effect of nimesulide is yet to be clarified. The reactive metabolites that induce oxidative
stress, has been suggested to be responsible for the liver damage as a result of the drug administration. However, it
is well known that nimesulide has antioxidant activity as a consequence of its free radical scavenging activity. In this
study, we aimed to investigate the hepatotoxic effect of nimesulide, the relationship of drug-induced liver damage
and oxidative stress as well as antioxidant enzyme activities.

Material and Method: Adult female rats were treated with nimesulide at doses of 2X2.5 (Group 1) or 2X5.0
mg/kg/day (Group II) by intragastric gavage for 14 days. Control rats (Group K) received only 0.5 % carboxymethyl
cellulose (CMC). Hepatotoxicity was monitored by histopathological evaluation of the livers and by measuring plasma
malondialdehyde (MDA) level and serum biomarkers. Erythrocyte antioxidant enzymes activities were determined.

Results: Nimesulide treatment caused significant increases in plasma MDA levels in both groups. Serum AST
activities in Group |, and serum ALP activities in both nimesulide-treated groups, were significantly higher compared
to Group K. In regard to antioxidant enzymes, a significant increase in the activity of catalase was observed in Group
Il. Histopathological examination of livers revealed mild to moderate damage, particularly in the rats treated with high
dose of nimesulide.

Conclusion: Our results indicate the hepatotoxicity potential of nimesulide and that oxidative stress might play a role
for the development of liver injury in female rats.
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Girig

Nimesulid, gicli analjezik, antiinflamatuvar ve antipiretik
etkinlige sahip selektif COX-2 inhibitorii bir ilagtir. Ozel-
likle akut agri, agrili osteoartirit ve primer dismenore
tedavisinde kullaniimaktadir. Kimyasal yapisi “4-nitro-2-
fenoksimetan-sulfonanilid” olmasi nedeniyle nimesulid
olarak adlandiriimigtir (1). Gastrointestinal yan tesirleri-
nin, diger nonsteroidal antiinflamatuvar (NSAI) ilaclara
gore daha az olmasi nedeniyle yaygin olarak kullaniimig-
tir. Ancak son yillarda bazi fatal karaciger yetmezligi
olgularinin nimesulid kullanimi ile iligkilendiriimesi nede-
niyle, cesitli Ulkelerde ilacin kullanimi sinirlandiriimis ya
da satigl gecici olarak durdurulmustur (2-7). Avrupa
Birligi Ruhsatlandirma Kurumu (EMEA) stz konusu
etken maddeyi iceren preparatlari, advers etkileri nede-
niyle incelemeye almistir. Bu gelismeler dogrultusunda
10.05.2002 tarihinde tlkemizde nimesulid etken maddesi
iceren preparatlarin satigi askiya alinmis ve toplatiimis-
tir. EMEA’ nin, “nimesulidin guvenli ve etkili oldugu”
yonundeki son karari dogrultusunda, Saglik Bakanhgi
27.10.2003 tarihinde tablet ve sase formlarinin ruhsatini
onaylayarak kullanima sunmustur (8).

Nimesulid ile ilgili raporlar incelendiginde, hastalarda
serum transaminazlarinin yiikselmesinden hepatoseliiler
nekroz, intrahepatik kolestaz ve fatal karaciger yetmezli-
gine kadar degisen siddette hepatotoksisite goruldigu
anlasiimaktadir. Hastalarin genellikle ileri yastaki kadin-
lar olmasi dikkat cekicidir (1,9).

Nimesulidin hepatotoksik etki mekanizmasi kesin olarak
aydinlatiimamistir. Molekiler diizeyde, aromatik nitro
grubunun indirgenmesine bagh biyoaktivasyonunun
oksidatif strese neden olabilecegi ve reaktif ara Uriinlerin
proteinlere kovalent baglanmasini indikleyecegi ileri
surlilmektedir (4,9-11). Diger taraftan nimesulid ve/veya
metabolitlerinin serbest oksijen radikallerinin olusumunu
azaltarak antioksidan aktivite goOsterdikleri ve in vitro
modellerde MDA olugsumunu anlamli olarak inhibe ettik-
leri gosterilmistir (5,12-14).

Yukaridaki verilerden hareketle calismamizda,
nimesulidin hepatotoksik etkisini ve olasi hasar duru-
munda oksidatif stres ve antioksidan enzim aktiviteleriyle
iliskisini arastirmay1 amagladik.

Gereg ve Yontem

Nimesulid Helsinn Chemicals SA (isvigre) den temin
edilmistir. Serum parametrelerinin tayininde, Bilimsel
Tibbi Uriinler Pazarlama Sanayi ve Ticaret Limited
Sirketinden satin alinan Med-Tec (Almanya) diagnostik
kitleri kullanilmistir. Kullanilan diger kimyasallarin timi
analitik safliktadir.

Deney Hayvanlari ve Calisma Protokolu

Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Etik Kurulu tarafin-
dan onaylanan calismamizda, Ege Universitesi Tip Fa-
kultesi Deney Hayvanlari Yetistirme Merkezi’ nden temin
edilen yetigkin disi Wistar Albino si¢anlar (140-160 Q)
kullaniimistir. Deney hayvanlari, 20+2 C° de, 12 saat
aydinlik-karanlik déngisinde barindinimiglardir. Sican-
larin bir hafta 6nceden ortam kosullarina uyumu sag-
lanmis, yem ve su tuketimleri deney siresince sinirlan-
mamigtir.

Deney gruplari, her grupta 15’ er sican olmak Uzere,
terap6tik doz nimesulid uygulanan (Grup 1), yiksek doz
nimesulid uygulanan (Grup 1), ve kontrol grubu (Grup K)
seklinde olusturulmustur. Nimesulid, sicanlara 14 gin
sureyle, % 0.5’ lik CMC iginde hazirlanan stspansiyonla-
ri seklinde, intragastrik gavajla verilmistir. Grup I' deki
sicanlara, 2X2.5 mg/kg/gin, Grup II' deki sicanlara,
2X5.0 mg/kg/giin dozlarda uygulanmigtir. Nimesulid
dozlaminda, ilacin yarilanma 6mri ve insanlarda kullani-
lan dozlar g6z 6niine alinmistir. Grup K’ daki si¢anlara
yalnizca % 0.5’ lik CMC verilmistir.

Deney sonunda (15. glin) sicanlara 50 mg/kg sodyum
pentobarbital (i.p.) verilmis ve anestezi altinda kalpten
kan drnekleri alinmistir. Hayvanlarin karacigerleri uygun
yontemle ¢ikarilarak tartiimis ve histopatolojik ¢calismalar
icin %10' luk formol c¢ozeltisinde tesbit edilmiglerdir.
Karaciger agirliklari viicut agirhklarina gére oranlanarak
agirhik degisimi degerlendirilmigtir

Bos tliplere toplanan kan érnekleri 3000 x g’ de 10 daki-
ka santrifiij edilerek serum elde edilmigtir. EDTA’ li tiple-
re alinan kan oérnekleri ise +4 C” de 3000 x g’ de 10
dakika santriflj edilerek plazma elde edilmistir. Kalan
kismin buz soguklugundaki % 0.9 NacCl ile 3 kez yikanip,
soguk bidistile su ile 1/5 oraninda dilie edilmesiyle elde
edilen eritrosit lizatlar, antioksidan enzimler [superoksit
dismutaz (SOD); katalaz (CAT); glutatyon peroksidaz
(GPx)] ve hemoglobin (Hb) tayinleri icin -80 C” de
saklanmislardir.

Serumda alanin aminotransferaz  (ALT), aspartat
aminotransferaz (AST), alkalen fosfataz (ALP), laktat
dehidrojenaz (LDH) enzim aktiviteleri, total bilirubin, tre
ve Urik asit dizeyleri spektrofotometrik yontemle tayin
edilmiglerdir.

Lipid peroksidasyon tayini icin plazma malondialdehid
(MDA) dizeyi él¢iimistir (15,16). Yontem, tiyobarbitirik
asit ile lipid peroksidasyon triinii olan malondialdehidin,
sicak ortamda ve asidik pH’' da olusturduklari pembe
renkli kompleksin absorbansinin 533 nm’ de,
spektrofotometrik olarak dlgclilmesi esasina dayanir.
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Antioksidan enzimler olan GSH-Px, CAT ve SOD aktivi-
teleri eritrosit lizatlarinda spektrofotometrik ydntemle
Olgulmustar.

Eritrosit hemoglobin (Hb) diizeyi “siyanmethemoglobin
yontemi” kullanilarak tayin edilmistir (17). Antioksidan
enzim aktiviteleri Hb diizeyine goére “U/g Hb” olarak ifade
edilmistir.

Eritrosit GPx aktivite tayini, Pleban ve arkadaglarinin
yontemleri temel alinarak uygulanmistir (18). GPx, hidro-
jen peroksit varliginda indirgenmis glutatyon (GSH)‘ u
oksitlenmis glutatyon (GSSG)' a donusturir. GSSG,
glutatyon rediiktaz enzimi ile tekrar GSH' a donusur.
Olusan tepkimede, ortamdaki NADPH’ in NADP'ye do6-
nismesi esnasinda, spektrofotometrede 340 nm dalga
boyunda absorbanstaki azalma izlenerek GSSG olugum
hizi 6lclimis ve GPx enzim aktivitesi hesaplanmistir.

Eritrosit CAT aktivite tayini, Aebi’nin yontemi temel alina-
rak uygulanmistir (19). Yontem, CAT tarafindan hidrojen
peroksitin parcalanmasinin spektrofotometrik ydntemle
tayini esasina dayanmaktadir.

Eritrosit SOD aktivitesi, Misra ve Fridovich’ in yontemi ile
tayin edilmigtir (20). Yontem, epinefrinin adrenokroma
otooksidasyonunun, SOD ile inhibisyonun
spektrofotometrik ydntemle, 480 nm dalga boyunda
Olculmesi esasina dayanmaktadir.

Karaciger dokularinin histopatolojik incelemesi igin, %
10’ luk formol ¢ozeltisi icinde tesbit edilen doku érnekleri,
dereceli alkol serileri ve ksilenden gecirildikten sonra
parafine gomulmuslerdir. Alinan 5 pm kalinligindaki
kesitler hematoksilen-eozin ve periyodik asit-Schiff bazi
ile boyanarak 11k mikroskobu altinda incelenmistir.

Istatistiksel Analiz

Calisma gruplarina ait veriler ortalama * standart sapma
seklinde gdsterilmigtir. Tum istatistiksel analizler Macin-
tosh hilgisayari i¢cin hazirlanmig olan Statview-Il istatis-
tiksel paket programi kullanilarak yapilmigtir.

Sonuglar nonparametrik Mann-Whitney U testine gore
analiz edilmis ve p<0.05 oldugunda anlamli kabul edil-
migtir.

Bulgular

Calismamizda kullanilan deney hayvanlarinin dis goru-
nimleri ve vicut agirliklar calisma suresince izlenmistir.
Sicanlarin genel gériniminde nimesulide bagli herhan-
gi bir degisiklik gézlenmemigtir. Viicut agirliklari ve kara-
ciger agirliklarinda gruplar arasinda anlamli bir farklilhk
saptanmamistir. Olgiilen tim parametrelerle ilgili sonug-
lar Tablo 1 ve 2’ de gosterilmistir.

Cilt / Volume: 47 Say! / Issue: 1 Ocak / January - 2008

Histopatolojik incelemelerde kontrol grubuna ait karaci-
ger dokulari normal olarak gézlenmistir. Grup I' deki
siganlarda hidropik dejeneresans, konjestiyon, portal
inflamasyon ve kolestaz (Resim 1); Grup II' deki sican-
larda ise ilave olarak fokal nekroz odaklari (Resim 2) ve
kupffer hicre proliferasyonu gozlenmigstir. Deney sira-
sinda Il. Grupta bir sigcan 6lmus, karaciger incelemesin-
de nekroz odaklari saptanmistir.

Tablo 1. Kontrol ve deney grubu sicanlarin serum parametreleri

Kontrol Grup | Grup Il
Parametreler

(n=8-13) (n=13) (n=13)
ALT (U/L) 25.5+10.4 25.3+6.5 249+54
AST (U/L) 62.7+135 85.9+15.5%* 68.9+13.1
ALP (U/L) 156.7+38.0 204.4+52.9*  212.3+55.7*
LDH (U/L) 305.1+148.2  336.9+50.3 343.1+42.9
Ure (mg/dL) 34.7+7.1 35.7+55 36.6 +6.0
Urik asit (mg/dL) 2.1+0.63 1.9+0.27 22+0.7
Total bilirubin

1.10+ 0.54 0.82+0.21 1.03+04
(mmol/L)

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
*Kontrol grubuna gére anlamh farkhlik p<0.05; **p<0.005.

Tablo 2. Kontrol ve deney grubu sicanlarin antioksidan enzim
aktiviteleri ve MDA duzeyleri.

Kontrol Grup | Grup Il
Parametreler
(n=8-13) (n=13) (n=13)
MDA
1.59+0.24 2.91+0.79** 3.12+0.66***
(nmol/mL)
GSH-Px
88.46+47.8 66.45+30.8 86.49+47.8
(U/g Hb)
SOD
4195.99+266.2 2983.34+1323.6 4936.03+2762.35
(U/g Hb)
CAT
4323.54+890.6 3776.62+1298.3 7167.46+2533.18*
(U/g Hb)

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
Kontrol grubuna goére anlamli farklilik * p<0.05: **p<0.0005: ***p=0.0001.

Tartigma

Calismamizda karaciger histopatolojisine iligkin bulgular,
siganlarda nimesulide bagli hafif-orta derecede karaciger
hasarini gdstermektedir. Nimesulidin kullanilan her iki
dozda da lipid peroksidasyonunu artirmasi, hasar olu-
sumunda oksidatif stresin rol oynayabilecegini disin-
durtmektedir. Chatterjee ve arkadaslarinin ¢alismalarin-
da nimesulid, oksidatif stresi artiran ajan olarak kullanil-
mistir (21,22).



Resim 2. Karaciger parankiminde fokal nekroz (H.E. X200)

Nimesulidin intraseluler kolestaza neden olabildigi, kara-
ciger transaminazlari ve ALP aktiviteleri ile bilirubin kon-
santrasyonunda anormallikler olusturabildigi bildirilmistir
(6,9,23,24). Chatterjee ve arkadaslarinin, farelere 7 giin
sureyle 10 mg/kg dozda nimesulid verdikleri calismada,
karacigerde sentrilobiler nekroz gelisimi ve safra kana-
linda proliferasyon olusumu gosterilmigtir (21). Calig-
mamizda siganlarda kolestaz gelisimi histopatolojik
olarak saptanmistir. Serum ALP aktivitesinde gorulen
artigin bu tip hasarla iligkili olabilecegi dusunulmustur;
ancak total bilirubin dizeyinde anlamli bir artis saptan-
mamistir.

Kaynaklar

Antioksidan enzimler, organizmayi oksidatif strese kargi
koruyucu rol oynarlar. SOD, siiperoksit anyonlarini nét-
ralize ederek hidrojen peroksit olusturur. Hidrojen perok-
sit, CAT ve GPx enzimleri ile parcalanir. Superoksit
anyonu, CAT enzim aktivitesini inhibe ederek hidrojen
peroksit birikimine neden olabilir; hidrojen peroksit, SOD*
u inhibe eder. Hidrojen peroksitin detoksifiye edilmesin-
de GPx etkin rol oynar. GPx yeterli olmadiginda CAT
enzimi devreye girer. Calismamizda nimesulid, antioksi-
dan enzimlerden yalnizca CAT aktivitesinde anlamli
artisa neden olmustur. Yiksek doz grubunda gorilen bu
durum hidrojen peroksit olusumundaki artisi kompanse
edici bir mekanizma olabilir. Ancak nimesulid ve
metabolitlerinin toksik oksijen radikallerinin olusumunu
azalttigi ya da inhibe ettigine iliskin ¢alismalar da bulun-
maktadir (5). Nimesulidin «OH radikali tutma kapasitesi
yiiksektir. flacin metabolitlerinden 4-OH-nimesulidin,
superoksid anyonu ve peroksi radikallerinin gugli inhibi-
toru oldugu, <OH radikali tutmada nimesulid ile sinerjik
etkilesme gosterdigi ve sonug olarak serbest radikallere
bagli doku hasarini 6nledigi ileri surdlmustir (1,25).
Tardieu ve arkadaslari, oral yoldan verilen nimesulidin
kolon mukozasinda dekstran sodyum silfatla olusan
superoksid anyonu artisini baskiladigini géstemiglerdir
(5). Bu nedenle galismamizda CAT aktivitesindeki artigin
adaptif bir yanit mi, yoksa nimesulid ve/veya
metabolitlerinin antioksidan aktivitesiyle mi iligkili oldu-
gunu sdylemek zordur. Nimesulidin olusturdugu karaci-
der hasarinin mekanizmasi ile ilgili bir calismada, ilag bir
hafta boyunca giinde 2 kez, oral yoldan 9 mg/kg/giin
dozda uygulanmis, lipid peroksitlerde azalma, karaciger
GPx aktivitesinde artma ve SOD aktivitesinde 6nemli
oranda azalma saptanmistir. SOD aktivitesindeki azal-
manin karaciger hasari ile ilgili bir faktdr olabilecegi, lipid
peroksitlerdeki azalma ile GPx aktivitesindeki artisin ise
kompanse edici bir mekanizma olabilecegi ileri siril-
mustir (26). Calismamizda, disik doz grubunda SOD
aktivitesi azalmig, ancak istatistiksel olarak anlamh bu-
lunmamistir.

Calisma sonuglarimiz, “nimesulidin hepatotoksisite po-
tansiyeline sahip oldugu ve hasar olusumunda oksidatif
stresin rol oynayabilecedi” goruslerini desteklemektedir.
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