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Os anti-inflamatorios néo esteroidais (AINES), entre eles o Ibuprofeno, sdo amplamente
utilizados para o tratamento da dor e de processos inflamatorios, e estdo entre as classes
de medicamentos mais utilizadas por gestantes. Através da inibi¢cdo da enzima ciclo-
oxigenase, os AINEs inibem a sintese de prostaglandinas, compostos eicosanoides que
atuam ndo somente como mediadores e moduladores inflamatérios, mas também em
diversos processos fisioldgicos do organismo, como no mecanismo de diferenciacéo
sexual hipotaldamica. O processo de masculinizacdo do hipotalamo é dependente de
testosterona, que por acdo da enzima citocromo P450 aromatase, € convertida em
estradiol. Este hormdnio regula positivamente a expressao da enzima ciclo-oxigenase no
hipotalamo, aumentando a producdo de prostaglandina do subtipo E, (PGE,), que atua
aumentando a formacdo de espinhas dendriticas no nucleo sexualmente dimorfico da
area pré-optica (SDN-POA). Em virtude da importancia da PGE, no processo de
diferenciacdo sexual hipotalamica, torna-se preocupante o uso de anti-inflamatorios
durante a gestacdo. Desta forma, o objetivo desse estudo foi avaliar os possiveis efeitos
resultantes da exposicao in utero e lactacional ao ibuprofeno e suas repercussoes tardias
sobre par@metros reprodutivos masculinos em ratos machos. Para tanto, ratas prenhes
foram expostas a trés doses de ibuprofeno (10; 30; 60 mg/kg) entre a ultima semana de
prenhez (Dias gestacionais 15-21) até o final da lactacdo (Dias po6s-natal 21) por gavage.
Durante o tratamento, foram monitorados o consumo de agua e racdo, massa corporal e
comportamento materno das ratas expostas. Apds o desmame, coletou-se o sangue das
méaes para analises bioguimicas e 6rgdos para registro do peso. Apds o nascimento, 0s
filhotes machos foram avaliados através dos seguintes parametros: massa corporal,
distancia anogenital e idades de descida testicular e separacédo prepucial. Na vida adulta,
estes mesmos animais foram investigados em relacdo a parametros comportamentais

(comportamento sexual masculino e feminino e preferéncia sexual), fertilidade,
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parametros espermaticos (contagem, motilidade e morfologia espermatica), pesos de
orgdos reprodutores, dosagem hormonal, quantificacdo do volume do SDN-POA e
histologia de testiculo e epididimo. O tratamento com ibuprofeno ndo alterou os
parametros maternos avaliados. A prole masculina apresentou redu¢do na massa
corporal e na distancia anogenital, bem como, atraso nas idades de descida testicular e
separacdo prepucial. Na vida adulta, os animais apresentaram redugao nos niveis séricos
de testosterona e no volume do ndcleo de célula de Leydig. A exposic¢éo ao ibuprofeno
ndo alterou os pesos dos 6rgdos reprodutores, a contagem espermatica, a fertilidade ou o
namero de células de Sertoli, entretanto causou diminuicdo no ndmero de
espermatozoides normais. Em relacdo aos parametros comportamentais, 0s animais
expostos ao ibuprofeno apresentaram tanto comportamento sexual masculino quanto
feminino, contudo ndo houve alteracdo em relacdo ao padrdo de preferéncia sexual. O
volume total do SDN-POA néo foi alterado. Concluiu-se que o ibuprofeno, nestas
condigdes experimentais, foi capaz de perturbar a programacdo do eixo hipotalamo-

hipdfise-gbnada, afetou a maturagédo sexual e as fungdes reprodutivas masculinas.

Palavras chaves: Prostaglandinas, diferenciacdo sexual hipotalamica, area pré-optica,

nucleo sexualmente dimdrfico, comportamento sexual.

16



Abstract




Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAID), including Ibuprofen, are widely used
in the treatment of pain and inflammatory processes, and are of the most commonly
classes of drugs used by pregnant women. By inhibiting the cyclooxygenase enzyme
(COX), NSAID inhibit the synthesis of prostaglandins, eicosanoids compounds that act
not only as mediators and inflammatory modulators, but also in various physiological
processes of the organism, such as in the mechanism of sexual hypothalamic
differentiation. The hypothalamus masculinization process is testosterone dependent,
which by action of the aromatase cytochrome P450 enzyme is metabolized to estradiol.
This hormone upregulates the expression of COX enzyme in the hypothalamus,
increasing the production of prostaglandin E,, which acts by increasing the formation of
dendritic spines in the neurons of the sexually dimorphic nucleus of the preoptic area in
males (SDN-POA). Due to the importance of prostaglandin E, in the process of
hypothalamic sexual differentiation, the use of anti-inflammatory drugs during
pregnancy is of concern. Thus, the aim of this study was to evaluate the possible effects
resulting from in utero and lactation exposure to non-steroidal anti-inflammatory
ibuprofen and its late repercussions on male reproductive parameters in male rats. For
this, pregnant rats were exposed to three doses of ibuprofen (10; 30; 60 mg/kg) between
the last week of pregnancy (Gestational Days 15-21) until the end of lactation (Postnatal
Days 21) by gavage. During treatment, water consumption, food intake, body weight
and maternal behavior of the dams were monitored. After weaning, blood samples was
collected for biochemical analyzes and organs for weight recording. After birth, male
offspring were evaluated through the following parameters: body weight, anogenital
distance and ages of testicular descent and preputial separation. In the adult life, these
same animals were investigated in relation to behavioral parameters (male and female

sexual behavior and sexual preference), fertility, sperm parameters (sperm count, sperm
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motility and sperm morphology), reproductive organ weights, hormonal levels, volume
of the SDN-POA and histology of testis and epididymis. Treatment did not affect any of
the maternal parameters evaluated. Male offspring presented reduction in body weight
and anogenital distance, as well as delay in the ages of testicular descent and preputial
separation. In adulthood, these animals showed reduced serum testosterone levels and
the volume of Leydig cell nucleus. Exposure to ibuprofen did not alter reproductive
organ weights, sperm count, fertility or the number of Sertoli cells; however it resulted
in a decrease in the number of normal sperm. Regarding the behavioral parameters, the
animals exposed to ibuprofen presented both male and female sexual behavior, but there
was no change in relation to the pattern of sexual preference. The total volume of the
sexually dimorphic nucleus of the preoptic area was not altered. It was concluded that
ibuprofen, under these experimental conditions, was able to disturb the hypothalamic-
pituitary-gonadal axis programming, affected sexual maturation and male reproductive

functions.

Key words: Prostaglandins, hypothalamic sexual differentiation, preoptic area, sexually

dimorphic nucleus, sexual behavior.
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1. Diferenciacéo Sexual Hipotalamica

Cérebro e gbnadas sdo o¢rgdos bipotenciais durante o desenvolvimento
embrionario, e as sinalizacbes hormonais sdo responsaveis por diferencia-los em
femininos ou masculinos (Schwarz & McCarthy, 2008). Assim, no inicio do
desenvolvimento, os mamiferos precisam passar pelo processo de determinagdo sexual,
em que 0 sexo genético (cromossémico) determinard o sexo gonadal, e de diferenciacéo
sexual, no qual os hormonios gonadais determinardo o sexo do cérebro (McCarthy &
Arnold, 2011).

Em machos (XY), o desenvolvimento dos testiculos estd condicionado a
presenca do gene SRY, localizado no brago curto do cromossomo Y, responsavel pela
sintese do fator determinante de testiculos (Koopman et at., 1990). Em fémeas (XX), a
auséncia desse gene faz com que a gbnada bipotente torne-se um ovario (Sinclair et al.,
1990). Depois de desenvolvidos, os testiculos comecam a produzir quantidades
significativas de testosterona (Weisz & Ward, 1980; Rhoda et al., 1984), a qual induzira
a formacdo do epididimo, ducto deferente, glandulas sexuais acessorias e pénis (Jost,
1947). Em um determinado momento, no encéfalo a testosterona é convertida a
estradiol, responsavel por induzir mudancas em regides hipotalamicas, determinando
assim a diferenciacdo sexual do cérebro, garantindo que o sexo gonadal seja 0 mesmo
do cérebro (Figura 1) (Schwarz & McCarthy, 2008).

Antes do periodo critico de diferenciacdo sexual hipotalamica, definido como
uma janela em que o cérebro esta particularmente sensivel a acdo hormonal, o
hipotdlamo de mamiferos esta organizado intrinsecamente do tipo feminino, o que ird
determinar na vida adulta, um comportamento sexual tipico de fémea e um padrdo
ciclico de secrecdo gonadotrofinas. Nos machos, para que ocorra 0 comportamento

sexual tipicamente masculino e apareca o padrdo ténico de secrecdo de gonadotrofinas,
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o0 hipotédlamo precisa ser masculinizado (Maclusky & Naftolin, 1981). Sendo assim, a
diferenciacdo do sistema nervoso central (SNC) em machos € determinada por dois
processos distintos: a defeminizacdo e a masculinizagdo. Em modelos experimentais, 0
processo de defeminizacdo compreende a inducdo de esterilidade anovulatéria e a
reducdo da capacidade de apresentar lordose, ja a masculinizacdo é definida como a

capacidade de apresentar comportamento de monta (McEwen, 1977).

Estradiol e
progesterona
XX — Feminizacao
Ovarios
Testosterona o
Masculinizacao Testosterona
XY —
Testiculos - < )
Estradiol Defeminizacéo

Figura 1- Viséo linear do processo de diferenciacdo sexual, em que 0 sexo cromossdémico
determina sexo gonadal, que determina o sexo cerebral (Adaptado de McCarthy & Arnold,
2011).

O processo de masculinizacdo do hipotdlamo é dependente de testosterona, que
por acdo da enzima citocromo P450 aromatase, € metabolizada originando estrogeno no
SNC (Rhoda et al., 1984; Erskine et al., 1988). O estrogeno liga-se a dois subtipos de
receptores, o receptor de estrégeno a, envolvido com o processo de masculinizagdo, € o
receptor B, que tem maior fungdo no processo de defeminizagao (Kudwa et al., 2006).

O momento exato do processo de masculinizagéo cerebral em humanos ainda
ndo estd completamente elucidado (McCarthy et al., 2009). Sabe-se que a primeira

“onda” de testosterona proveniente da gonada masculina ocorre entre a sexta e oitava
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semanas de gestacdo e é responsavel pela diferenciacdo da genitalia (Auyeung et al.,
2009). Uma segunda “onda” de esteroides sexuais ocorre na puberdade, sendo
considerada uma fase de “refinamento” da diferenciacdo sexual e nesse momento,
ocorre a organizacdo dos circuitos neurais sexuais no cerebro do adolescente em
desenvolvimento, facilitando a expressdo do comportamento sexual (Schulz et al.,
2009). J& em ratos, a elevacdo dos niveis de testosterona gonadal, relacionados ao
mecanismo de diferenciacdo sexual hipotalamica, ocorre no final da gestacao e nos dez
primeiros dias de vida p6s-natal, apresentando dois picos, o primeiro no 18° e 19° dia de
gestacdo (Weisz & Ward, 1980; McCarthy et al., 2009), e o segundo durante as
primeiras horas apds o nascimento (Corbier et al., 1978; Baum et al., 1988; Lalau et al.,
1990; McCarthy et al., 2009). Corbier et al. (1992), em estudo comparativo,
demonstraram que ocorre também uma elevacdo nos niveis de testosterona, apds as
primeiras horas do nascimento, numa variedade de mamiferos machos, como
camundongos, cavalos e humanos, corroborando a importancia dos andrégenos na
diferenciagéo sexual do SNC desta classe de vertebrados.

Evidéncias sugerem que a conversao de testosterona a estradiol pela aromatase
neural € o mecanismo responsavel por regular diversos processos fisiologicos e
comportamentais, como a ativacdo do comportamento sexual masculino, a diferenciagdo
sexual hipotalamica e efeitos na retroalimentacdo negativa sobre a secrecdo de
gonadotrofinas (Balthazart & Ball, 1998). Dessa forma, substancias capazes de suprimir
ou retardar o pico de testosterona neonatal podem alterar o processo de masculinizacdo
e/ou defeminizacao do hipotalamo (Gore, 2010).

Para garantir o dimorfismo sexual cerebral, a aromatizacdo da testosterona é um
evento necessario, e o estrogeno resultante € o responsavel por atuar nos nucleos

hipotalamicos para garantir a masculinizacdo do SNC de roedores (Naftolin et al.,
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1975). Através de mecanismos distintos, o estradiol induz mudangas permanentes em
diferentes regides do cérebro durante o periodo critico de desenvolvimento (Figura 2).
Alguns dos mecanismos relacionados & masculiniza¢do do hipotdlamo s&o: indugéo de
apoptose celular, gerando diferengas sexuais volumétricas nos ndcleos hipotaldmicos;
alteracdo da fungdo neurotransmissora no hipotdlamo mediobasal; aumento na
expressdo de enzimas envolvidas na sintese do &cido gama-aminobutirico (GABA),
aumentando a complexidade dos astrocitos no nicleo arqueado de machos, e também a
indugdo de diferenca sexual morfoldgica e volumétrica nos neurdnios e astrocitos do
nacleo sexualmente dimdrfico da area pré-optica (SDN-POA) via prostaglandina E;
(PGE,), sendo esta via prostanoide a mais importante relacionada ao processo de

masculinizacdo e defeminizacdo de machos (Schwarz & McCarthy, 2008).

Estradiol

Desacetilacio de
histonas

Proliferacio celular

\ Sinaptogénese

Ramificacio dendritica

Preservacio Morte
celular celular
Sinaptogénese
Metilacdo CpG
Diferenciacio

Supressio da sinaptogénese
astrocitaria P ptog

Diferenciacio astrocitaria

Figura 2 - Multiplos mecanismos de diferenciagdo induzidos pelo estradiol (Adaptado de
McCarthy & Arnold, 2011).

Existem varios tipos conhecidos de prostaglandinas (PG), com subtipos e

padrdes de receptores distribuidos no organismo. As prostaglandinas sdo compostos
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eicosanoides que atuam ndo somente como mediadores e moduladores inflamatorios,
mas também estdo implicados em diversos processos fisiolégicos do organismo (Rang
et al., 2012; Smyth et al., 2012), como por exemplo, no mecanismo de diferenciacdo
sexual hipotalamica (Amateu & McCarthy, 2004). Uma evidéncia de que a PGE; é um
regulador potente do desenvolvimento normal do sexo masculino foi demonstrada por
Todd et al. (2005). Neste estudo, ratos machos tratados ao nascer com Indometacina,
um anti-inflmatério ndo esteroidal (AINE) inibidor seletivo da ciclo-oxigenase 2 (COX-
2) (enzima responsavel pela conversao de acido araquidénico em prostaglandinas), nao
exibiram comportamento sexual masculino ou feminino na idade adulta, indicando que
eles foram completamente defeminizados, mas ndo masculinizados, demonstrando o
papel chave da PGE; no processo de masculinizacdo do hipotdlamo mediado pelo
estradiol.

Enquanto o processo de diferenciagdo sexual em machos é bastante estudado e
conhecido, 0 mesmo nas fémeas ainda é pouco elucidado. Por muito tempo acreditou-se
que o processo de feminizacdo do cérebro feminino ocorria de forma passiva, na
auséncia de qualquer secrecdo hormonal. Entretanto, este conceito vem sendo
contestado, pois ha indicios de que este também seja um processo ativo dependente de
estradiol (Toran-Allerand, 1976; Dohleret et al., 1984; Mack et al., 1993). Sabe-se que a
alfa-fetoproteina (AFP), uma glicoproteina plasmética produzida em grandes
quantidades durante a vida fetal pelas células da endoderme do saco vitelino, pelos
hepatdcitos e, em menor quantidade, pelo trato gastrointestinal, protege o cérebro fetal
feminino da exposi¢do a estrogenos circulantes maternos, pois se liga com elevada
afinidade ao estrogeno ndo permitindo que este atinja o hipotalamo. A sintese de AFP
diminui acentuadamente logo ap6s o nascimento e apenas quantidades tracos sao

detectadas em adultos (Bakker et al., 2006; Bakker & Baum, 2008).
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Contudo, os dados existentes na literatura ndao identificaram até o0 momento em
qual estagio do desenvolvimento (embrionario, pds-natal, pré-pubere ou pos-pubere),
ocorre a janela critica para diferenciacdo sexual hipotalamica em fémeas.

Devido ao fato do processo de diferenciacdo sexual hipotalamica ser controlado
por diferentes mecanismos, estudos demonstram que O estresse, a €xposicdo a
contaminantes ambientais, bem como a administracdo de medicamentos durante seu
periodo critico podem comprometer esse processo, acarretando em alteracGes na
fisiologia reprodutiva e no comportamento sexual (Arena & Pereira, 2002; Pereira &
Piffer, 2005; Negri-Cesi, 2015), as quais muitas vezes somente serdo detectadas mais

tarde, na vida adulta reprodutiva.
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Nossos resultados demonstraram, neste modelo experimental, que a exposi¢ao in
utero e lactacional ao anti-inflamatdrio ibuprofeno foi capaz de desencadear efeitos
adversos sobre o desenvolvimento sexual inicial, pardmetros reprodutivos e
comportamentais da prole masculina, indicando que o ibuprofeno pode afetar a
programacdo fetal se for utilizado durante o periodo critico de diferenciagdo sexual

hipotalamica.
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