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RESUMO

Muitas substancias quimicas podem perturbar o funcionamento do sistema
endocrino e causar efeitos adversos a saude de individuos expostos. A exposicao a
essas substancias, conhecidas como desreguladores endocrinos, é preocupante
especialmente para organismos em desenvolvimento. Analgésicos de uso comum
como paracetamol, 4cido acetilsalicilico e ibuprofeno, estdo entre os medicamentos
mais utilizados em todo o mundo e recentemente tém sido associados a efeitos
antiandrogénicos, por inibicdo da producdo de testosterona pelo testiculo fetal.
Devido a alta prevaléncia do uso de analgésicos durante a gestacdo, existe uma
preocupacdo com 0S possiveis riscos associados a exposicdo pré-natal a esses
medicamentos. No Brasil, o analgésico mais utilizado é a dipirona (metamizol) e,
embora seu uso ndo seja recomendado durante a gestacdo, sabe-se que muitas
mulheres utilizam esse farmaco ao longo desse periodo. Contudo, ndo existem
dados sobre os seus possiveis efeitos desreguladores enddcrinos. O objetivo desse
estudo foi avaliar os efeitos da dipirona e seus principais metabolitos, 4-
Metilaminoantipirina (MAA) e 4-Aminoantipirina (AA), na esteroidogénese e nas
atividades (anti)androgénicas mediadas por receptores in vitro e in vivo por meio de
diferentes ensaios. Para avaliar os efeitos da dipirona na esteroidogénese foram
mensuradas as concentracfes de hormoénios esteroides em células H295R de
adrenocarcinoma humano apés exposicdo a dipirona, MAA e AA, bem como a
producdo de testosterona testicular fetal em ratos ap0s exposicdo intrauterina a
dipirona entre os dias gestacionais 14 e 18, periodo critico para a diferenciacdo
sexual androgeno-dependente. Os efeitos androgénicos agonistas e antagonistas
foram avaliados in vitro para a dipirona e seus dois metabdlitos em um ensaio
baseado na ativacao transcricional de um gene repérter (Yeast Androgen Screen -
YAS), e in vivo para a dipirona por meio do teste de Hershberger, que utiliza érgaos-
androgeno dependentes como biomarcadores da acdo androgénica em ratos
castrados. In vitro, foi testada uma ampla faixa de concentracfes de dipirona, MAA e
AA (0,1-1000 pM), enquanto nos ensaios in vivo foram utilizadas trés doses de
dipirona relevantes para humanos (50, 100, 200 mg/kg/dia). No teste de
esteroidogénese in vitro, a dipirona, MAA e AA, reduziram a producdo de
androgénios e corticosteroides. A menor concentragdo (314 uM) de MAA e AA que
foi capaz de reduzir a producéo de testosterona foi aproximadamente 4 e 13 vezes
maior do que as concentracdes plasméaticas maximas relatadas em humanos (75,9 e
24,1 uM), respectivamente. No entanto, ndo foram observados efeitos no teste de
producdo de testosterona testicular fetal em nenhuma das doses testadas. Nos
testes YAS e Hershberger ndo foram observadas atividades androgénicas agonistas
ou antagonistas. Nas condi¢cdes experimentais testadas, a dipirona e seus
metabdlitos inibiram a esteroidogénese in vitro, mas ndo in vivo. Os efeitos
(anti)androgénicos mediados por receptores nao foram observados in vitro ou in
vivo. Sendo assim, a dipirona demonstrou potencial para inibir a esteroidogénese,
porém somente em concentracdes ndo relevantes terapeuticamente. Estudos futuros
devem investigar os efeitos da exposi¢cao in utero e lactacional a dipirona sobre o
desenvolvimento pos-natal da prole, com énfase em parametros endocrinos e
reprodutivos.

Palavras-chave: Desreguladores enddcrinos. Analgésicos. Dipirona. Metamizol.
Esteroidogénese in vitro H295R. Esteroidogénese testicular fetal. Yeast androgen
screen. Teste de Hershberger.



ABSTRACT

Many chemicals can disrupt the endocrine system and cause adverse health
effects on exposed individuals. The exposure to these substances, known as
endocrine disrupters, is particularly concerning to developing organisms. Mild
analgesics such as paracetamol, acetylsalicylic acid and ibuprofen, are among the
most used drugs worldwide and have been recently associated with antiandrogenic
effects, inhibiting testosterone production by the fetal testis. Due the high prevalence
of analgesic use during pregnancy, there is a concern about the possible risks
associated with prenatal exposure to these drugs. In Brazil, dipyrone (metamizole) is
the most commonly used analgesic, and although its use is not recommended during
pregnancy, it is known that many women use this drug over this period. However, its
potential endocrine disrupting effects have not yet been investigated. The aim of this
study was examine the effects of dipyrone and its two major metabolites, 4-
Metylaminoantipyrine (MAA) and 4-Aminoantipyrine (AA), on steroidogenesis and
receptor-mediated (anti)androgenic activities in vitro and in vivo trough different
assays. For assessment of dipyrone effects on steroidogenesis, were measured the
production of steroid hormones in human adrenocarcinoma H295R cells after
exposure to dipyrone, MAA and AA, as well as fetal testicular testosterone production
in rats following maternal dipyrone exposure between gestational days 14 and 18, a
critical period for androgen-dependent sexual differentiation. Androgen agonistic and
antagonistic effects were examined in vitro for dipyrone and its two metabolites in a
yeast-based transcriptional activation reporter gene assay (Yeast Androgen Screen —
YAS), and in vivo for dipyrone through the Hershberger assay, a screening test that
uses androgen-dependent tissues as biomarkers of androgenic action in castrated
rats. In vitro, were tested a wide range of concentrations of dipyrone, MAA and AA
(0.1-1000 uM) while in the in vivo assays were used three human relevant dipyrone
doses (50, 100, 200 mg/kg/day). In the H295R steroidogenesis assay, dipyrone,
MAA and AA reduced the production of androgens and corticosteroids. For MAA and
AA, the lowest concentration to reduce testosterone production (314 pM) was
approximately 4 and 13 times higher than the maximum plasma concentrations
reported in humans (75.9 and 24.1 uM), respectively. However, no effects were
observed in the fetal testicular testosterone production assay at any dose. In the YAS
and Hershberger assays, no androgen agonistic or antagonistic activities were
observed. In the tested experimental conditions, dipyrone and its metabolites
inhibited steroidogenesis in vitro, but appear not to do so in vivo. Receptor-mediated
androgenic or antiandrogenic effects were not observed in vitro or in vivo. Thus,
dipyrone has the potential to inhibit steroidogenesis, however only at concentrations
that are not relevant under normal medical use. Future studies should examine the
effects of in utero and lactational dipyrone exposures on offspring development, with
particular focus on sensitive endocrine and reproductive endpoints.

Key-words: Endocrine disruptors. Analgesics. Dipyrone. Metamizole. H295R
steroidogenesis assay. Fetal rat testosterone production. Yeast androgen screen.
Hershberger assay.
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1 INTRODUCAO

A alta producdo e o uso de substancias quimicas industriais nas ultimas
décadas tém causado preocupacao na comunidade cientifica e no publico em geral
em razao da possibilidade de contamina¢cées ambientais, exposi¢coes de organismos
Vivos e riscos a saude. Dentre os diversos agentes quimicos estudados, tem havido
especial atencdo com aqueles capazes de perturbar o sistema endocrino dos seres
vivos, genericamente conhecidos como agentes desreguladores enddcrinos. Essa
preocupacao justifica-se pela ampla diversidade de substéncias descritas com esse
potencial e pelos possiveis efeitos adversos que podem ser induzidos por alteracdes
do sistema enddcrino. Em particular destacam-se os efeitos que podem ocorrer por
perturbacdes endocrinas em organismos imaturos, especialmente no periodo pré-
natal, cujo desenvolvimento e crescimento sdo amplamente dependentes de uma
série de interacbes hormonais que ocorrem durante janelas especificas do
desenvolvimento.

O aumento da incidéncia de desordens relacionadas ao sistema endocrino
na populagdo, como problemas de fertilidade, malformag¢des genitais, disfuncdes
tireoidianas, diabetes, obesidade e até alguns tipos de cancer, contribuem para a
preocupacdo acerca de substancias com potencial desregulador endécrino (WHO,
2012). Diversos estudos epidemioldgicos e experimentais indicam que a exposi¢ao a
essas substancias, especialmente durante periodos criticos do desenvolvimento,
poderia contribuir para o surgimento de alguns desses distlrbios (COLBORN et al.,
1993; SHARPE E SKAKKEBAEK, 1993; VANDENBERG et al., 2007; VOM SAAL et
al., 2008; GRAY et al., 2009; MARTINO-ANDRADE E CHAHOUD, 2010; SHARPE,
2011; VOM SAAL et al., 2014).

Muitas substancias tém sido apontadas como potenciais desreguladores
endocrinos. De acordo com um documento da Organizacdo Mundial da Saude
publicado em 2012, cerca de 800 substancias quimicas sdo suspeitas ou
reconhecidas como desreguladores endocrinos. Esse numero € relativamente
pequeno considerando a exposicdo humana a milhares de compostos e a novas
moléculas que estdo sendo constantemente sintetizadas. Além disso, a maioria dos
compostos que esta no mercado nao foi adequadamente testada quanto a seus

efeitos sobre o sistema endocrino (WHO, 2012).
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Recentemente, evidéncias indicam que muitas substancias quimicas
comumente utilizadas pela populacdo, incluindo componentes de cosméticos e de
higiene pessoal ou mesmo ingredientes inertes e ativos de medicamentos podem
atuar como desreguladores endocrinos, sugerindo que as pesquisas nessa area
devem ser ampliadas para que 0s riscos de exposicdo humana e animal sejam

adequadamente reconhecidos e avaliados.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 SISTEMA ENDOCRINO

O sistema endocrino ou hormonal é um sistema de controle presente no
organismo dos mamiferos que regula uma série de funcbes, como, por exemplo, o
metabolismo, a homeostasia (pressdo arterial, temperatura, pH e balanco
eletrolitico), crescimento, maturacdo, desenvolvimento fisico e mental, funcbes
reprodutivas e sexuais, adaptacao e respostas a estimulos ambientais. A sinalizacédo
hormonal representa um processo geral de sinalizacdo entre as células e atua em
conjunto com o sistema nervoso. Nesse contexto, a unidade hipotalamo-hipéfise
representa o principal local de integracdo entre os sistemas nervoso e enddcrino,
onde o hipotdlamo controla a secrecdo hormonal da hipéfise anterior e
consequentemente de glandulas periféricas como tireoide, adrenal, glandulas
mamarias e gbnadas (SILBERNAGL E DESPOPOULOS, 2009; KRONENBERG et
al., 2010).

Os horménios podem atuar de forma paracrina (células adjacentes) ou
autocrina (proprias células produtoras). Nas células-alvo os hormonios ligam-se a
receptores especificos com alta afinidade e especificidade, desencadeando
respostas biolégicas de acordo com cada tipo celular/tecido. A resposta tecidual a
um estimulo hormonal depende basicamente da densidade e do tipo de receptor, do
tipo celular e da concentragdo hormonal. Os mecanismos de sintese e metabolismo
dos hormbnios envolvem diversas enzimas e vias sinalizadoras, como por exemplo,
a esteroidogénese, via pela qual o colesterol é convertido em testosterona e
estradiol por meio de inUmeras enzimas no cortex da adrenal, ovarios e testiculos
(PEAVY, 2004).
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Além dos seus efeitos sobre a manutencdo da homeostase, o sistema
enddcrino tem um papel fundamental nos processos de diferenciagdo e crescimento
celular e tecidual, especialmente em organismos imaturos. A sinalizacdo enddécrina
em fases criticas do desenvolvimento € essencial para induzir e dar suporte a
diferenciacdo de muitos tecidos e permitir uma responsividade adequada das
células-alvo em periodos posteriores. Por exemplo, sabe-se que o contato inicial do
horménio com 0s seus receptores é capaz de influenciar de maneira permanente a
taxa de expressao de receptores e a funcionalidade dos mecanismos de transducao
de sinal nas células-alvo — “imprinting hormonal” (CSABA, 2017).

Em virtude de seus potentes efeitos, os niveis circulantes de hormonios sédo
regulados dentro de uma faixa normal. Existem estratégias fisiol6gicas, envolvendo
mecanismos diretos de retroalimentacdo, utilizadas para manter 0s niveis
apropriados de hormoénios. Entretanto, essa regulacdo normal pode ser perturbada
pela acdo de substancias desreguladoras endocrinas, seja pela alteracdo na
disponibilidade de hormonios ou por interagcdes nos mecanismos de sinalizacao
hormonal (PARKER E SCHIMMER, 2012).

Os desreguladores enddécrinos, que incluem agentes quimicos naturais e
uma ampla variedade de substancias quimicas industriais sintéticas, podem
mimetizar, bloquear ou interferir na sintese, conversao, liberacdo e transporte de
horménios enddgenos. Contudo, o espectro e a gravidade dos efeitos induzidos por
tais substancias serdo dependentes das doses, frequéncia, e também dos periodos

de desenvolvimento em que as exposi¢des ocorrem.

2.2 DESREGULADORES ENDOCRINOS

De acordo com a definicdo proposta pela Organizacdo Mundial da Saude, os
desreguladores enddcrinos, também conhecidos como interferentes hormonais ou
compostos enddcrino-ativos, sdo “substancias exdégenas ou misturas de substancias
gue alteram a funcéo do sistema endocrino e que consequentemente podem causar
efeitos adversos a saude de um organismo intacto, sua progénie ou subpopulagdes,
interferindo na atividade hormonal normal” (WHO-IPCS, 2002).

Um dos mais graves problemas quando se trata de produtos quimicos
endocrino-ativos, € que eles podem afetar fetos e recém-nascidos de uma maneira

mais pronunciada que os adultos, pois os tecidos em desenvolvimento se proliferam
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e diferenciam de forma mais ativa e, assim, sdo normalmente mais sensiveis a
essas substancias (SAWAKI et al., 2003). Organismos imaturos apresentam ainda,
menor capacidade metabdlica e de eliminacdo de substancias quimicas, o que pode
contribuir para aumentar a susceptibilidade desses organismos aos efeitos de
xenobidticos, incluindo os desreguladores enddécrinos. Essas substancias tém sido
alvo de um grande numero de pesquisas e questionamentos quanto aos seus
possiveis riscos a saude humana. Na ultima década, tém se acumulado referéncias
sobre disfungBes do sistema reprodutivo e endocrino, como puberdade precoce,
diminuicdo da quantidade e funcionalidade espermatica, aumento da incidéncia de
cancer testicular, mamario, endometrial e de préstata, além de malformacdes
congénitas (SWAN, 2000; SWAN et al., 2007; PERETZ et al., 2014; LEVINE et al.,
2017; SATHYANARAYANA et al., 2017).

A preocupacdo com substancias capazes de interferir com o0 sistema
enddcrino € relativamente recente, embora jA& em 1962 a pesquisadora Rachel
Carson, em seu livro “Primavera silenciosa”, tenha chamado a atencdo do mundo
para os possiveis efeitos de substancias quimicas sobre o desenvolvimento de
animais de vida selvagem e a saude humana. O livro traz em detalhes o impacto
negativo do uso abusivo dos agrotoxicos organoclorados no meio ambiente,
apontando efeitos hormonais dos inseticidas e impactos sobre a reproducéo
humana. No entanto, apenas anos depois isso chegou de fato as agéncias
regulamentadoras para que o0s riscos de tais exposi¢cdes fossem devidamente
avaliados.

Assim como em diversas subareas da toxicologia, o estudo dessas
substancias também foi impulsionado por um fato tragico: o caso do Dietilestilbestrol
(DES). A evidéncia mais convincente dos efeitos de desregulacdo endocrina
decorrentes de exposicdo pré-natal em seres humanos vem da experiéncia com
esse farmaco, um composto sintético com potente acdo estrogénica, cujo uso em
gestantes foi aprovado pela U.S. Food and Drug Administration (FDA) de 1947 a
1971 para prevencdo de abortos espontaneos e partos prematuros. Nesse periodo,
essa substancia foi utilizada terapeuticamente por mais de 5 milhdes de gestantes
em diversos paises. Posteriormente, foram evidenciados problemas reprodutivos em
descendentes expostos durante a gestacdo, particularmente durante o primeiro
trimestre (TOPPARI et al.,, 1996; DASTON et al., 1997; MARTINO-ANDRADE E
SWAN, 2017). O impacto significativo foi o aumento da incidéncia de casos de
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adrenocarcinoma vaginal em mulheres jovens que foram expostas in utero ao DES,
além de anomalias uterinas e distarbios de fertilidade. Associacbes entre o uso
materno de DES e anormalidades reprodutivas também foram observadas nos
descendentes masculinos e incluiram criptorquidismo (n&o descida dos testiculos ao
escroto), hipotrofia e induracdo capsular dos testiculos e anormalidades
esperméticas (HERBST et al., 1971; GILL et al., 1976; BEN-BARUCH et al., 1981,
JENSEN et al., 1995; TOPPARI et al., 1996).

Na década de 1990, a hipbétese de que algumas anormalidades no
desenvolvimento de 6rgdos sexuais masculinos e problemas de fertilidade estavam
relacionados com a exposicao in utero a estrogénios, trouxe uma nova linha para
estudos subsequentes (BREITHAUPT, 2004). Estudos apontaram que mudanc¢as no
estilo de vida e na alimentacdo poderiam estar relacionadas com a maior exposi¢cao
humana a substancias estrogénicas e com o aumento da incidéncia de desordens
do trato reprodutor (SHARPE E SKAKKEBAEK, 1993; LATHERS, 2002). Mais
recentemente, estudos demonstraram que muitos compostos quimicos ambientais
atuam como antiandrégenos, seja como antagonistas de receptores androgénicos
ou como inibidores da sintese de testosterona. Dados experimentais e
epidemiologicos demonstraram que a exposicdo a algumas dessas substancias
pode alterar o desenvolvimento reprodutivo masculino, particularmente durante o
periodo pré-natal de diferenciacdo sexual (GRAY et al., 2001; GRAY et al., 2006;
MARTINO-ANDRADE et al., 2009).

Em seguida, muitos trabalhos importantes foram realizados; por exemplo,
vom Saal e colaboradores (1998) demonstraram que a exposi¢cao ao Bisfenol A, um
componente de alguns tipos de plasticos utilizados em diversos produtos e
embalagens de alimentos, reduziu a producdo espermatica e causou alteracdes na
prostata em ratos, mesmo em doses baixas. Muitos anos depois essa substancia foi
retirada da composicdo de mamadeiras e embalagens de alimentos infantis devido
as evidéncias de toxicidade do desenvolvimento em diversos paises, incluindo o
Brasil (ANVISA, 2011; EC, 2011).

Nas ultimas duas décadas, a pesquisa sobre substancias que podem
perturbar o funcionamento normal do sistema enddcrino aumentou
significativamente. Houve um aumento no niumero de compostos identificados como
desreguladores enddcrinos, bem como muitos estudos acerca dos mecanismos

envolvidos na acdo dessas substancias. Diversas substancias quimicas industriais,
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como componentes de produtos plasticos, agrotéxicos, retardantes de chama
(éteres difenilicos polibromados — PBDES), aditivos de cosméticos e produtos de
higiene pessoal, dentre outros, ja foram caracterizados como desreguladores
endocrinos. Contudo, apesar das evidéncias mais fortes de desregulacdo enddécrina
humana estarem ligadas a um produto farmacéutico (DES), apenas recentemente as
pesquisas estiveram direcionadas para a possibilidade de efeitos de perturbacao
endocrina de produtos farmacéuticos de uso comum, incluindo antidepressivos,
agentes hipolipidémicos e analgésicos. Os analgésicos sdo de especial preocupacao
devido ao seu uso comum em todo o0 mundo, inclusive por gestantes (KRISTENSEN
et al., 2011; MULLER et al., 2012; BEVERLY et al., 2014; MARTINO-ANDRADE E
SWAN, 2017).

Quanto ao mecanismo de acédo, as substancias desreguladoras enddécrinas
podem agir diretamente sobre os receptores hormonais ou indiretamente interferindo
na sintese, conversao, liberacdo ou transporte de horménios (WHO, 2012). Também
podem atuar por mecanismos moleculares e epigenéticos, influenciando na
expressao génica. Além disso, algumas substancias apresentam efeitos sinérgicos
ou aditivos com horménios naturais (HAMPL et al., 2016). E importante ressaltar
ainda, que muitos desreguladores enddécrinos podem interagir com o sistema
enddcrino por meio de mudltiplos mecanismos de acdo e ocasionar uma ampla
variedade de efeitos adversos, incluindo distarbios reprodutivos, imunoldgicos,
metabdlicos e comportamentais (GRAY et al., 2006; SCHUG et al., 2011).

O comprometimento da funcao reprodutiva de seres humanos e de espécies
animais tem sido motivo de especial preocupacao nos ultimos anos. Nesse contexto,
a crescente exposicao a desreguladores enddécrinos nas Ultimas décadas tem sido
apontada como um dos fatores envolvidos no possivel declinio da saude reprodutiva
humana. Contudo, devido a preocupacdo relativamente recente com compostos
desreguladores enddcrinos, os dados epidemiolégicos sobre seus riscos ainda sao
escassos e restritos. Grande parte dos efeitos adversos provenientes dos
desreguladores enddcrinos envolve a exposicao in utero a tais substancias, e muitos
desses efeitos podem ser observados apenas na vida adulta do individuo exposto.
Esse longo periodo entre a exposicao e a observacao dos efeitos toxicos dificulta a
avaliacao dos mesmos e o estabelecimento de uma relacdo entre a causa e o efeito.

Sendo assim, os estudos experimentais sdo de grande utilidade e importancia para a
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identificacdo das substancias com potencial para interagir com o sistema enddécrino

e consequente avaliagdo dos riscos para a saude humana e para o meio ambiente.
2.3 ANALGESICOS E DESREGULACAO ENDOCRINA

Os analgésicos e anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES), apresentados
na TABELA 1, estdo entre os medicamentos mais amplamente utilizados em todo o
mundo pela populagdo em geral, incluindo mulheres em idade fértil, no periodo
gestacional e lactacional e, em sua maioria, sdo vendidos sem prescricdo medica.
Séo utilizados para o tratamento da dor aguda e crbnica, e frequentemente para
controlar a febre e condi¢bes inflamatérias (BLOOR E PAECH, 2013).

TABELA 1 - CLASSIFICACAO DOS ANALGESICOS E ANTI-INFLAMATORIOS NAO
ESTEROIDAIS (AINES)

Classe Farmacos

Salicilatos acido acetilsalicilico (AAS), acido salicilico (AS)

Derivado do p-aminofenol

acetaminofeno (paracetamol)

Derivados da 5-pirazolona

dipirona, antipirina, aminopirina

Derivados do acido heteroariloacético

indometacina, etodolaco

Derivados do acido fenilacético

diclofenaco de sodio e potassio

Derivados do acido fenilpropiénico

ibuprofeno, naproxeno, cetoprofeno

Fenamatos

acido mefenamico, acido flufenamico

Oxicans

meloxicam, piroxicam

Outros AINES

nimesulida (similar aos coxibes)

Inibidores seletivos da COX-2

celecoxibe, etoricoxibe

FONTE: O autor (2015).

Os analgésicos exercem seus efeitos terapéuticos principalmente por meio
da inibicdo da enzima ciclooxigenase (COX), que catalisa a conversdo do &cido
araquidénico em prostanoides (como, por exemplo, as prostaglandinas), mediadores

envolvidos no desenvolvimento da inflamacéo e da dor (BLOOR E PAECH, 2013).
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Tanto na populagdo em geral quanto em gestantes, o perfil das respostas
terapéuticas e toxicas exercidas pelos analgésicos € dependente das caracteristicas
farmacocinéticas e da seletividade da droga pelas duas principais isoformas da
COX, COX-1 e COX-2. As respostas inflamatérias sdo principalmente mediadas por
prostanoides dependentes da expressdao da COX-2, enquanto que a COX-1 é
expressa na maioria das células para gerar prostanoides que modulam numerosos
processos fisiologicos, tais como a protecdo gastrica, regulacdo do fluxo sanguineo,
funcao renal e funcdo plaquetaria (RICCIOTTI E FITZGERALD, 2011).

Experimentos in vitro e in vivo indicam que o paracetamol e alguns outros
analgésicos apresentam potencial para atuarem como desreguladores enddcrinos
antiandrogénicos (KRISTENSEN et al., 2011, 2012; DEAN et al., 2013; MAZAUD-
GUITTOT et al., 2013; VAN DEN DRIESCHE et al.,, 2015; BEN MAAMAR et al.,
2017). Tais efeitos sdo preocupantes, uma vez que, como mencionado
anteriormente, a exposicao intrauterina a substancias antiandrogénicas tem sido
reportada como um dos fatores envolvidos no possivel aumento de disturbios do
trato reprodutivo masculino. Dados epidemiologicos e experimentais indicam que a
deficiéncia androgénica durante o periodo critico de diferenciagcdo sexual, o que
corresponde a janela entre 8 a 14 semanas de gestacdo em seres humanos, pode
levar ao desenvolvimento de criptorquidismo, hipospéadias (abertura da uretra na
face ventral do pénis), comprometimento da fertilidade e reducdo da distancia
anogenital (SWAN et al.,, 2005; WELSH et al.,, 2008; JENSEN et al., 2010;
KRISTENSEN et al., 2011, 2012; SNIJDER et al., 2012; LIND et al., 2013; FISHER
et al., 2016; LIND et al., 2017).

Estudos em roedores demonstram que a exposi¢cdo intrauterina ao
paracetamol pode resultar em alteracfes genitais e comportamentais associadas
com a deficiéncia de androgénios no periodo pré-natal, incluindo reducdo da
distancia anogenital em machos e masculinizacdo cerebral prejudicada
(KRISTENSEN et al., 2011; HOLM et al., 2015; HAY-SCHMIDT et al., 2017), efeitos
gue corroboram o possivel efeito antiandrogénico desse farmaco. Além disso,
estudos indicam que a producédo de testosterona € inibida em testiculos fetais de
ratos, cultivados ex vivo e expostos a analgésicos como o paracetamol, acido
acetilsalicilico e indometacina (KRISTENSEN et al., 2011, 2012). Num estudo com
testiculos fetais humanos transplantados em camundongos castrados e

imunossuprimidos, van den Driesche et al. (2015) demonstraram que a exposi¢ao
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prolongada a doses terapéuticas de paracetamol pode reduzir a produgdo de
testosterona e inibir o crescimento da vesicula seminal dos camundongos, indicando
inibicdo da esteroidogénese testicular nos fragmentos de testiculos fetais humanos
transplantados. Em outro estudo mais recente, Ben Maamar et al. (2017)
demonstraram que a producdo de testosterona é significativamente reduzida em
fragmentos de testiculos fetais humanos (8-10 semanas de gestacédo) cultivados ex
vivo ap0Os exposicdo prolongada a doses terapéuticas de ibuprofeno, além de
supressdo da producdo do fator semelhante a insulina-3 (INSL-3), hormdnio
produzido pelas células de Leydig fetais e que estd envolvido nos processos de
descida do testiculo ao escroto.

2.4 USO DE ANALGESICOS DURANTE A GESTACAO

Praticamente todas as mulheres experimentam algum desconforto durante a
gestacdo e estima-se que cerca de 25% delas apresentem ao menos sintomas
temporarios. Esses desconfortos podem interferir em suas atividades diarias, na
capacidade de trabalho e, consequentemente, alterar sua qualidade de vida. Dessa
maneira, € indispensavel a adocdo de medidas farmacolégicas ou néao
farmacoldgicas para o alivio da dor (FIGUEIRO-FILHO et al., 2011). Assim como
outros medicamentos, os analgésicos devem ser usados com cautela durante a
gestacado, observando-se criticamente a relacdo entre os beneficios terapéuticos e
0s riscos a saude materna e fetal.

Estudos em diferentes paises indicam alta incidéncia do uso desses
medicamentos por mulheres no periodo gestacional. Um relatdrio recente desses
estudos, com foco no uso dessa classe de medicamentos durante o inicio da
gestacdo, indicou que 56% das mulheres nos Estados Unidos da América (EUA)
usaram paracetamol em algum momento durante o primeiro trimestre da gestacao,
enguanto o ibuprofeno e o acido acetilsalicilico foram usados por 24% e 5% dessas
mulheres, respectivamente (THORPE et al., 2013). Uma publicagdo anterior indica
gue enquanto o uso do acido acetilsalicilico diminuiu no final da década de 1970, o
uso do paracetamol aumentou e permaneceu elevado. De 1981 a 2004, 60-70% das
mulheres entrevistadas relataram tomar paracetamol em algum momento durante a

gestacdo. Foi observado também um aumento no uso de outros analgésicos, como
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o ibuprofeno e o naproxeno, a medida que se tornaram medicamentos de venda livre
de prescricdo médica (WERLER et al., 2005; THORPE et al., 2013).

Um outro estudo, realizado na Dinamarca, indicou o uso do paracetamol por
50,3% de 88.142 gestantes que foram entrevistadas para essa pesquisa
(REBORDOSA et al., 2008). Sendo que uma outra publicagéo indicou que esses
analgésicos sao utilizados durante a gestacdo por 56,2% de 491 mulheres
entrevistadas, também na Dinamarca. Nesse estudo, o paracetamol foi utilizado por
47,6% das participantes, enquanto o ibuprofeno e o acido acetilsalicilico foram
utilizados por 7,7% e 4,3%, respectivamente (KRISTENSEN et al., 2011). Uma outra
pesquisa realizada em maternidades de hospitais universitarios na Franca, indicou o
uso de analgésicos por 81% de 895 mulheres durante o primeiro ou segundo
trimestre de gestacdo (PHILIPPAT et al.,, 2011). Além disso, em todas essas
pesquisas, algumas mulheres relataram o uso simultdneo de mais de um analgésico.

O uso de analgésicos normalmente ndo € indicado durante a gestagdo, uma
Vez que 0 Seu uso esta associado ao aumento do risco de aborto espontaneo no
inicio da gestacéo e, particularmente, porque a administracdo durante o final da
gestacdo pode afetar a fisiologia da gravidez e do feto. A inibicdo sistémica da
sintese de prostaglandinas durante o terceiro trimestre pode causar a constricdo do
canal arterial, responsavel pela conexdo entre a artéria pulmonar e a aorta fetais,
podendo comprometer a circulacdo fetal e causar hipertensdo pulmonar em recém-
nascidos. Outro efeito associado a inibicdo de prostaglandinas no feto € a reducéo
do fluxo sanguineo renal, que pode resultar em diminuicdo da saida de urina fetal e
consequente diminuicdo da producdo de liquido amnidtico (oligoidramnio). Além
disso, pode haver retardo no trabalho de parto, bem como um risco aumentado de
hemorragia durante o parto devido a inibicdo irreversivel da COX e consequente
inibicdo da ativagdo plaquetaria, efeito mais relacionado ao uso de acido
acetilsalicilico (RATHMELL et al., 1997).

O paracetamol é aceito como o analgésico de primeira escolha para uso
durante o periodo gestacional, por ndo ser um anti-inflamatério tipico e ndo causar
muitos dos problemas gestacionais causados pelos demais medicamentos dessa
classe. Ainda que seja considerado mais seguro do que os demais analgésicos, 0
paracetamol ndo esta livre de toxicidade e a sua utilizacdo por gestantes tem
levantado preocupacgfes sobre seus possiveis efeitos adversos ao feto. Seu uso

esta relacionado a aborto espontaneo, nascimento prematuro, baixo peso ao nascer,
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malformacBes fetais, problemas no trato respiratério (asma), distarbios no
neurodesenvolvimento (TDAH e autismo) e infertilidade masculina na prole (JENSEN
et al., 2010; KRISTENSEN et al., 2011; SNIJDER et al., 2012; ALBERT et al., 2013;
LIEW et al., 2014; AMINOSHARIAE E KHAN, 2015; SORDILLO et al., 2015).

Diante desse contexto, é importante ressaltar que além da auto-medicacao,
existe uma exposicédo néo intencional que pode ocorrer por meio da ingestéo direta
dos residuos desses farmacos em alimentos e na agua. Atualmente, ha uma
crescente preocupacdo com a presenca de diversas substancias em ambientes
aquéaticos, seus possiveis impactos ambientais e sobre a salude animal e humana.
Varios pesquisadores, em todo o mundo, detectaram concentragdes residuais de
medicamentos, entre eles analgésicos e AINES, em aguas naturais e em efluentes
de EstacOes de Tratamento de Esgoto (ETES). Apés a administracdo, uma parte
significativa dos farmacos e seus metabdlitos é excretada por humanos no esgoto
doméstico e hospitalar, além dos residuos provenientes de industrias farmacéuticas
gue sao outra fonte de contaminacdo ambiental. No entanto, estudos indicam que
varias dessas substancias parecem ser persistentes no meio ambiente e ndo séo
completamente removidas nas ETEs. Sendo assim, muitos farmacos residuais
resistem a varios processos de tratamento convencional de 4gua (BUSER et al.,
1999; STUMPF et al., 1999; TERNES et al., 1999; BILA E DEZOTTI, 2003; SANTOS
et al., 2013; EBELE et al., 2016).

Dessa maneira, a exposi¢cdo analgésica durante a gestacdo pode ocorrer
sob diferentes formas, seja por meio do contato direto pelo uso do medicamento, ou
indireto por meio da ingestdo de agua ou alimentos contaminados. Essa exposi¢ao
concomitante é particularmente preocupante quando se pensa em desregulacéo
enddcrina, pois a interacdo entre essas substancias, que podem agir por multiplos
mecanismos de acdo, pode potencializar os efeitos de desregulacdo enddécrina —
sendo que algumas substancias produzem efeitos toxicos em baixas concentracdes
— e por consequéncia, afetar de maneira irreversivel a sadde humana e animal como

um todo, especialmente a salde reprodutiva.

2.5 DIPIRONA

A dipirona, conhecida como metamizol ou metanossulfonato (1-fenil-2,3-

dimetil-5-pirazolona-4-metilaminometanossulfénico), € um derivado pirazolénico, que
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possui propriedades analgésicas e antipiréticas. A dipirona foi sintetizada na
Alemanha pela Hoechst AG em 1920 e no ano seguinte foi comercializada como a
primeira pirazolona de uso clinico. Desde 1922, quando foi introduzida no Brasil sob
o nome de Novalgina® pelo laboratério Sanofi Aventis, sua comercializacdo tornou-
se mundialmente crescente até a década de 70 (CHETLEY, 1993). Apesar de a
dipirona ser geralmente bem tolerada, foi retirada do mercado nos Estados Unidos e
em alguns paises europeus ou passou a ser utilizada com restricdo devido a
possiveis associacbes com discrasias sanguineas como agranulocitose, uma
desordem de inicio abrupto caracterizada por uma marcante reducdo da contagem
de leucdcitos, e anemia aplastica, caracterizada pela producdo insuficiente de
células sanguineas na medula 6ssea (BAR-OZ et al., 2005; DA SILVA DAL PIZZOL
et al., 2009).

Diante dessas evidéncias, surgiram alguns estudos demonstrando que o0s
riscos de agranulocitose na realidade sdo minimos e comuns a todos os
medicamentos pertencentes a essa classe. Em 1986 foram publicados os dados do
Estudo de Boston pelo “International Agranulocytosis and Aplastic Anemia Study”
(IAAAS), um estudo epidemioldgico que procurou analisar a associacdo entre 0 uso
de dipirona e agranulocitose e anemia aplastica. Foi conduzido em sete paises
(Alemanha, Italia, Espanha, Hungria, Israel, Bulgaria e Suécia) de 1980 a 1984,
incluindo 300 hospitais e 22,2 milhdes de pessoas, e concluiu que o risco estimado
para agranulocitose entre os usuarios de dipirona era baixo, ndo sendo verificada
uma correlacdo entre o uso de dipirona e incidéncia de agranulocitose. Segundo a
IAAAS, a incidéncia estimada da agranulocitose € aceitavel, pois corresponde a
mais ou menos 4,4 casos por milhdo de pessoas por ano. De fato, o risco de
agranulocitose deve ser entendido no contexto dos riscos associados com o uso de
outros analgésicos e medicamentos de outras classes que estdo associados com
discrasias sanguineas (CHETLEY, 1993; BENSENOR, 2005). Apesar disso, a
dipirona ainda é comercializada e bastante utilizada em alguns paises da Europa,
Ameérica do Sul, Africa e Asia (FIGURA 1) (BAR-OZ et al., 2005; DA SILVA DAL
P1ZZOL et al., 2009; HOFFMANN et al., 2015; PI1ZZOL et al., 2016).
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FIGURA 1 — REPRESENTAGAO DOS PAISES ONDE A DIPIRONA ENCONTRA-SE DISPONIVEL
NO MERCADO

DISPONIVEL NAO DISPONIVEL INFORMACOES AUSENTES

FONTE: STAMMSCHULTE et al., (2015).

A dipirona apresenta, de acordo com estudos realizados em voluntarios
humanos, quatro metabolitos conhecidos (LEVY et al., 1995). Ap6s administracao
oral, é rapidamente hidrolisada no trato gastrointestinal para o metabdlito primario 4-
Metilaminoantipirina (MAA) que € prontamente absorvido, metabolizado no figado e
convertido em outros metabdlitos como 4-Aminoantipirina  (AA), 4-
Formilaminoantipirina (FAA) e 4-Acetilaminoantipirina (AAA) — (FIGURA 2) — sendo
que os metabdlitos MAA e AA sdo farmacologicamente ativos, responsaveis pelo
efeito analgésico, enquanto que os metabdlitos FAA e AAA possuem pouca
atividade farmacoldgica (ANVISA, 2014; WEITHMANN E ALPERMANN, 1985).
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FIGURA 2 — REPRESENTAGCAO DA BIOTRANSFORMAGAO DA DIPIRONA

NH2 }{COC}B

SO;Na / © ©
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N‘ >=/<\ 4-Aminoantipirina (AA) 4-Acetilaminoantipirina (AAA)

Dipirona 4-Metilaminoantipirina (MAA)

4-Formilaminoantipirina (FAA)

FONTE: O autor (2017).

Embora seu mecanismo de acéo ainda néao esteja completamente elucidado,
acredita-se que provavelmente se dé por meio da inibicdo da enzima ciclooxigenase,
inibindo a sintese de prostaglandinas tanto na periferia quanto no sistema nervoso
central. No entanto, outros mecanismos de acdo tém sido propostos, como a
interacdo com o sistema endocanabinoide (ROGOSCH et al., 2012; CRUNFLI et al.,
2015) ou entdo, a atuacdo por meio de um mecanismo de bloqueio direto da
hiperalgesia inflamatéria periférica, estimulando a via de arginina/lGMPc nos
neurénios sensoriais (LORENZETTI E FERREIRA, 1996). Assim, é tao eficaz quanto
0 paracetamol como agente analgésico e antipirético, porém, tem limitados efeitos
anti-inflamatérios.

Embora a dipirona tenha sido retirada do mercado em diversos paises,
ainda é amplamente utilizada, principalmente no Brasil, onde € um dos principais
analgésicos utilizados pela populacdo em geral (ANVISA, 2001; ARRAIS et al.,
2016; FERREIRA E LOPES, 2016) por ser um medicamento isento de prescricdo

(MIP), de baixo custo e que esta presente em diversas e diferentes formulacdes
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farmacéuticas — solugbes, comprimidos, injetaveis, supositorios (KNAPPMANN E
MELO, 2010).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) realizou, em julho de
2001, um “Painel Internacional de Avaliagdo da Seguranga da Dipirona” com objetivo
de promover esclarecimentos sobre seus riscos. Formou-se entdo um consenso de
que a eficicia da dipirona como analgésico e antitérmico era inquestionavel, que os
riscos atribuidos a sua utilizacdo eram baixos, e que os dados cientificos disponiveis
associando a ocorréncia desses riscos ndo eram suficientes para indicar alteracao
de sua situacdo regulatoria (venda sem prescricdo meédica). Por meio dessa
avaliacéo, ficou claro que os riscos da dipirona eram similares ou menores que 0s do
paracetamol e do acido acetilsalicilico, respectivamente. Mesmo assim, a maior
preocupacdo no Brasil ainda era a ocorréncia de agranulocitose, uma reacao rara,
mas que pode ser grave e até mesmo fatal. Assim, ficou determinado que o seu uso
deveria ser evitado na auséncia de orientacao profissional e, caso fosse identificada
alguma das reacfes durante seu uso, o tratamento deveria ser imediatamente
interrompido e 0 médico consultado (ANVISA, 2001).

De acordo com dados dessa mesma publicagdo da ANVISA de 2001, a
dipirona ocupava o primeiro lugar nas vendas de analgésicos correspondendo a
31,8% do mercado, seguida pelo paracetamol (29,7%) e pelo acido acetilsalicilico
(27,1%). Nesse periodo, existiam no pais 125 produtos a base de dipirona, dos
quais 71 em associacao a outras substancias, sendo que mais de 80% das vendas
registradas foram feitas sem prescricdo médica. Em um estudo recente sobre a
prevaléncia da auto-medicacdo no Brasil, Arrais et al. (2016) demonstraram que 0s
analgésicos foram os medicamentos mais utilizados, sendo a dipirona 0 mais
consumido (15,4%), seguida de uma associacdo contendo dipirona, orfenadrina e
cafeina (12,2%) e do paracetamol (11,4%). Em outro estudo, Ferreira e Lopes
(2016) avaliaram a frequéncia de prescricdo de analgésicos na pratica clinica
pediatrica. A dipirona estava presente em 54,6% das prescrigcbes, seguida do
ibuprofeno (26,6%) e do paracetamol (11,3%). Além disso, usos ndo recomendados
da dipirona foram encontrados em 15% das receitas e usos contraindicados em
13,3%, sendo que em 74,3% das prescricdes contendo dipirona a dose estava
incorreta.

Estudos sobre o uso de medicamentos durante a gravidez indicam que a

dipirona é o analgésico mais utilizado durante esse periodo na vida das mulheres,
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além de relatar o uso desse farmaco por 5 a 11% das gestantes brasileiras. O fato
da dipirona ter sido retirada do mercado em muitos paises contribuiu para a
escassez de evidéncias sobre a seguranca desse medicamento durante a gestacao
(MENGUE et al., 2001; FONSECA et al., 2002; DA SILVA DAL PIZZOL et al., 2009).
Isso é ilustrado pela auséncia de estudos sobre os possiveis efeitos enddcrinos da
dipirona, a despeito de dados que indicam que outros analgésicos de uso comum
como o paracetamol, o acido acetilsalicilico e o ibuprofeno podem atuar como
desreguladores enddcrinos antiandrogénicos.

Os metabdlitos da dipirona atravessam facilmente a barreira placentaria.
Além disso, 0 uso da dipirona esta associado ao bloqueio da divisdo celular na
placenta no inicio da gestacdo, principalmente durante a fase de formacdo e
diferenciagdo placentaria (ESPIRIDIAO et al., 1996). Estudos ja relataram um
aumento do risco de tumor de Wilms nos filhos de mulheres que tomaram dipirona
durante a gestacdo, além de uma associagdo significativa entre a exposi¢do preé-
natal a dipirona e um risco aumentado de leucemia infantil (SHARPE E FRANCO,
1996; POMBO-DE-OLIVEIRA E KOIFMAN, 2006; ZANROSSO et al., 2010). Esses
estudos devem ser considerados sugestivos de possivel associacdo, mas o0s
resultados estdo longe de serem definitivos. Tal como acontece com outros
inibidores da sintese de prostaglandinas, a dipirona foi associada com uma baixa
producado de liquido amniético quando utilizada em altas doses no terceiro trimestre
de gestacédo e com fechamento prematuro do canal arterial (BAR-OZ et al., 2005).

Em um outro estudo, realizado por Bar-Oz et al. (2005), ndo foi encontrada
associacdo entre dipirona e anomalias congénitas, em uma comparacdo com
paracetamol. Os dados sugeriram que a dipirona utilizada durante o primeiro
trimestre de gestacdo ndo esta associada com risco aumentado de malformacdes,
sendo que algumas mulheres que fizeram uso da medicacdo ndo sabiam que
estavam gravidas.

Recentemente foi publicado um estudo realizado na Alemanha por Dathe et
al. (2017) que compararam os resultados da gestacdo de 446 mulheres expostas a
dipirona no primeiro trimestre com um grupo controle selecionado aleatoriamente
compreendendo 887 mulheres ndo expostas a dipirona. Os dados foram obtidos por
meio de questionarios aplicados durante o primeiro trimestre e dois meses apos a
data prevista de nascimento entre janeiro de 2000 e dezembro de 2015. Os

resultados demonstraram que a taxa de defeitos congénitos maiores nao foi
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aumentada pelo uso da dipirona e as incidéncias cumulativas para abortos
espontaneos ndo revelaram diferenca significativa entre o grupo exposto a dipirona e
0 grupo controle. Assim, de acordo com o0s autores desse estudo, a exposicdo a
dipirona no primeiro trimestre ndo parece suportar um risco teratogénico substancial.

Segundo a ANVISA (2014), recomenda-se nao utilizar a dipirona durante o
primeiro trimestre de gestacdo. O uso durante o segundo trimestre s6 deve ocorrer
apos cuidadosa avaliacdo do risco/beneficio e ndo deve ser utilizada durante o
altimo trimestre. No entanto, muitas mulheres fazem uso desse medicamento sem
recomendacdo ou orientacdo meédica, em qualquer periodo da gestacdo, e na
maioria das vezes, sem ter conhecimento dos possiveis riscos provenientes de sua
utilizacao. Além disso, considerando que a dipirona é o principal analgésico utilizado
pela populacdo brasileira, € possivel que muitas mulheres utilizem esse farmaco no
inicio da gestacdo, quando ainda ndo sabem que estdo gravidas. Esse uso
inadvertido é preocupante do ponto de vista da desregulacédo enddcrina, pois muitos
dos processos de desenvolvimento pré-natal dependentes de hormdnios, como a
diferenciacdo sexual, ocorrem no inicio da gestacdo. Em consequéncia disso, mais
estudos acerca dos riscos do uso da dipirona no periodo gestacional se fazem

necessarios.

2.6 TESTES TOXICOLOGICOS PARA AVALIACAO DE SUBSTANCIAS
DESREGULADORAS ENDOCRINAS

Nas Ultimas duas décadas, houve um aumento da preocupacdo na
comunidade cientifica em relacdo aos possiveis efeitos adversos causados aos
seres humanos e animais pela exposicao a substancias quimicas presentes no meio
ambiente que tém o potencial de afetar o sistema enddécrino. Para tanto, agéncias
regulatorias internacionais passaram a estabelecer protocolos para os estudos de
toxicologia reprodutiva e do desenvolvimento e, tém compilado métodos para
triagem e desenvolvido estratégias para a avaliacdo de substancias desreguladoras
enddcrinas.

A avaliacdo de desreguladores enddcrinos é regulamentada por 6rgaos
especificos que desenvolvem estratégias in vitro e in vivo para triagem e avaliacao
de substancias que podem afetar o sistema enddcrino. Pode-se destacar a Agéncia

de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA), que criou o programa de triagem
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de desreguladores endocrinos (Endocrine Disruptor Screening Program — EDSP); a
Organizagéo para Cooperagao e Desenvolvimento Econémico (OECD), que criou
guias de triagem para desreguladores enddcrinos; e a Organizacdo Mundial da
Saude (WHO), que apresenta relatorios periodicos do conhecimento cientifico atual
sobre essas substancias. O EDSP utiliza métodos validados para a triagem de
substancias quimicas a fim de identificar potenciais desreguladores enddcrinos,
determinar efeitos adversos, dose-resposta, avaliar o risco e, finalmente, gerenciar o
risco de acordo com as leis atuais. Esses ensaios permitem que a EPA identifique e
caracterize a atividade enddcrina de pesticidas, produtos quimicos comerciais e
contaminantes ambientais (US EPA, 2017).

Dentre os testes propostos por estas agéncias regulamentadoras para a
identificacdo de desreguladores enddcrinos estdo incluidos ensaios in Vvitro,
baseados em possiveis mecanismos de acdo, como ligacdo em receptores ou
interferéncia com a produgdo de hormonios, mas que nao levam em consideragéo
0s aspectos farmacocinéticos e farmacodindmicos que ocorrem no organismo
intacto. Apés esses testes, sdo recomendados estudos in vivo para avaliar os efeitos
adversos dos potenciais desreguladores enddcrinos identificados anteriormente, que
por outro lado, podem detectar substancias que atuam por mecanismos nhao
diretamente relacionados aos receptores, como a interferéncia na sintese,
conversao, liberacdo e transporte dos horménios. Além disso, os estudos in vivo
permitem avaliar os efeitos da exposicdo no adulto, bem como nas geracbes
expostas durante todos os estagios de desenvolvimento, desde o Utero, periodo de
lactacdo, até a idade adulta (BAKER, 2001; KOLLE et al., 2012).

Tendo em vista o papel fundamental dos andrégenos na diferenciacao e
manutencao do sistema reprodutor, uma série de testes tém sido desenvolvidos para
avaliar a interferéncia de xenobidticos sobre a producdo e/ou acdo de hormdnios
androgénicos. Esses ensaios incluem a avaliacdo da esteroidogénese in vitro, como
o teste em células de adrenocarcinoma humano da linhagem H295R, que avalia o
efeito das substancias teste na sintese de hormonios esteroides. Essas células séo
utilizadas devido a capacidade Unica das mesmas em expressar todas as enzimas
necessarias para a esteroidogénese. As células sédo incubadas com a substancia
teste e, posteriormente, realizadas as dosagens hormonais a fim de avaliar inibicao
ou efeitos estimulatérios sobre as enzimas esteroidogénicas (OECD, 2011). De

maneira similar, o teste de producdo de testosterona testicular fetal ex vivo, é
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utilizado para triagem de substéncias que podem interferir com a esteroidogénese
testicular fetal. Para tanto, ratas prenhes séo tratadas com as substancias teste do
14° ao 18° dia de gestacédo, periodo que corresponde a janela de masculinizacéo
dependente de androgénios em ratos, e os testiculos fetais incubados ex vivo por 3h
para determinar a producédo de testosterona. Esse ensaio € de curta duragéo, utiliza
um numero menor de animais que outros ensaios in vivo e, ao contrario dos testes in
vitro, reflete de maneira mais adequada as interacdes complexas que ocorrem no
organismo intacto (FURR et al., 2014).

Na avaliacdo in vitro de efeitos androgénicos e antiandrogénicos mediados
por receptores, sdo utilizados ensaios celulares de transativacao de genes repérter
sob controle do receptor androgénico humano (hAR) em células de mamiferos ou
leveduras. Um desses ensaios, 0 Yeast Androgen Screen (YAS), utiliza células de
levedura que expressam o hAR que, por sua vez, controla a expressao da enzima [3-
galactosidase, cuja atividade pode ser medida em um ensaio colorimétrico. Assim, o
YAS permite a deteccdo de agonistas ou antagonistas do receptor androgénico,
guando as leveduras sao incubadas in vitro com a substancia teste isoladamente ou
combinada com a dihidrotestosterona (potente agonista enddgeno do receptor
androgénico) (KOLLE et al.,, 2010). De maneira complementar, o teste de
Hershberger € um bioensaio in vivo de curta duracdo utilizado para triagem de
substancias que podem apresentar atividade androgénica ou antiandrogénica. Esse
ensaio consiste na acao tréfica da substancia teste sobre 6rgdos andrégeno-
dependentes em ratos machos castrados (androgenicidade) e no bloqueio dos
efeitos troficos da testosterona sobre esses 6rgdos (antiandrogenicidade). Os 6rgaos
analisados sdo glande do pénis, préstata ventral, vesicula seminal, musculo
levantador do anus/bulbocavernoso e glandulas bulbouretrais (OECD, 2009).

Desse modo, a combinacdo de ensaios de atuacao direta sobre receptores
com testes que avaliam alteracfes indiretas na producdo de hormdénios contribui
para uma avaliacdo estratégica e eficiente de desreguladores enddcrinos. Como
cada ensaio tem suas vantagens e limitacdes (custo, tempo, sensibilidade), essa
estratégia é essencial para identificar substancias quimicas desreguladoras
endocrinas que podem atuar por meio de mdltiplas interagbes com o sistema

enddcrino.
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3 JUSTIFICATIVA

Diversos estudos indicam que a exposicdo pré-natal a desreguladores
endocrinos, incluindo alguns analgésicos de uso comum, pode levar a sérias
desordens reprodutivas.

A dipirona € o principal analgésico utilizado no Brasil, seguida do
paracetamol. Embora seja esse ultimo o analgésico mais indicado na gestacéao,
alguns estudos demonstram ampla utilizacdo de dipirona nesse periodo. Contudo,
ndo existem estudos acerca dos seus possiveis efeitos desreguladores endocrinos.
O fato da dipirona ter sido retirada ou ser utilizada com restricdes em muitos paises
em virtude de sua associacdo com agranulocitose e anemia aplastica, contribuiu
para a escassez de evidéncias sobre a seguranca desse medicamento durante a
gestacdo (MENGUE et al., 2001; FONSECA et al., 2002; DA SILVA DAL PIZZOL et
al., 2009).

Ao mesmo tempo que o0 uso da dipirona ndo € recomendado durante a
gestacdo, a menos que o beneficio justifique o risco, ainda ha um risco para a
exposicdo inadvertida. Portanto, tendo em vista a susceptibilidade de organismos
imaturos a perturbacdes enddcrinas e a possibilidade de exposicao pré-natal a
dipirona, a investigacdo dos possiveis efeitos desreguladores enddécrinos desse
farmaco é fundamental para identificar e caracterizar riscos a saude reprodutiva

humana.

4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos da dipirona e seus principais
metabolitos, 4-Metilaminoantipirina (MAA) e 4-Aminoantipirina  (AA), na
esteroidogénese e nas atividades androgénicas e antiandrogénicas mediadas por
receptores in vitro e in vivo por meio de diferentes ensaios que contemplam
mecanismos de acdo relevantes para a inducdo de distarbios reprodutivos e do

desenvolvimento.
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4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar os efeitos desreguladores endocrinos da dipirona e seus
metabdlitos, MAA e AA, por meio dos seguintes ensaios:

e Teste de producgéo de testosterona testicular fetal ex vivo.

e Teste de esteroidogénese in vitro, que utliza células H295R de
adrenocarcinoma humano.

e Teste de Hershberger, que avalia a atividade androgénica e antiandrogénica
in vivo.

e Teste da atividade androgénica e antiandrogénica mediada por receptores in

vitro por meio da ativacdo de genes reporter — Yeast Androgen Screen — YAS.
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Abstract

Mild analgesics are among the most used pharmaceuticals worldwide and have
recently been associated with antiandrogenic effects. Regardless of the high
prevalence of dipyrone use in many countries, the potential antiandrogenic effects of
this analgesic have not yet been investigated. Here we examined the production of
steroid hormones in human H295R cell line after exposure to dipyrone and two
metabolites, 4-Methylaminoantipyrine (MAA) and 4-Aminoantipyrine (AA), as well as
fetal testicular testosterone production in rats following maternal dipyrone exposure.
Androgen agonistic/antagonistic effects were examined in vitro for dipyrone and its
two metabolites in a yeast-based transcriptional activation reporter gene assay
(Yeast Androgen Screen — YAS), and in vivo for dipyrone through the Hershberger
assay. In vitro we tested a wide range of concentrations of dipyrone, MAA, and AA
(0.1-1000 uM) while in the in vivo assays we used three human relevant dipyrone
doses (50, 100, 200 mg/kg/day). In the H295R steroidogenesis assay, dipyrone,
MAA and AA reduced the production of androgens and corticosteroids. Testosterone
was reduced at concentrations 4-13 times higher than the maximum plasma
concentrations reported in humans for MAA and AA. However, no effects were
observed in the fetal testicular testosterone production assay at any dose. In the YAS
and Hershberger assays no androgen agonistic/antagonistic activities were
observed. Taken together, these results indicate that dipyrone and its metabolites do
not interact with the androgen receptor, but have the potential to inhibit
steroidogenesis, however only at concentrations that are not relevant under normal

medical use.

Keywords: Metamizole, H295R steroidogenesis assay, fetal rat testosterone
production, yeast androgen screen, Hershberger assay.
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5.1 INTRODUCTION

Mild analgesics and non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are
among the most widely used drugs worldwide and usually available as non-
prescription (over-the-counter) drugs. They are used in the management of pain and
often to control fever and inflammatory conditions. In addition to the widespread use
by the general population, some studies indicate a high prevalence of analgesic use
by pregnant women, and sometimes, simultaneous use of more than one analgesic
(Kristensen et al. 2011; Rathmell et al. 1997; Thorpe et al. 2013). Recent in vivo and
in vitro studies indicate that paracetamol and some other analgesics have the
potential to act as antiandrogens by inhibiting testosterone production, which may
result in adverse reproductive and developmental effects (Ben Maamar et al. 2017;
Kristensen et al. 2011, 2012, 2016; Van Den Driesche et al. 2015). Testosterone
production is inhibited in fetal rat testes cultured ex vivo and exposed to analgesics
such as paracetamol, acetylsalicylic acid and indomethacin (Kristensen et al. 2011,
2012). Developmental rodent studies indicate that paracetamol exposure may result
in genital and behavioral changes associated with disruption of prenatal androgen
action, including reduced anogenital distance and impaired brain masculinization
(Hay-Schmidt et al. 2017; Holm et al. 2015; Kristensen et al. 2011). Experimental
data also indicate that besides androgen suppression by the rat fetal testis,
commonly used analgesics can inhibit steroidogenesis in other model systems,
including ex vivo culture systems of adult and fetal human testis and human
adrenocarcinoma H295R cell line (Ben Maamar et al. 2017; Mazaud-Guittot et al.
2013; Tinwell et al. 2013; Van den Driesche et al. 2015). In addition, a number of
human epidemiological studies have reported on associations between prenatal use
of analgesics and reproductive abnormalities in male newborns, particularly
cryptorchidism (Fisher et al. 2016; Jensen et al. 2010; Kristensen et al. 2011; Lind et
al. 2013; Lind et al. 2017; Snijder et al. 2012).

Dipyrone (metamizole) is a pirazolone derivative, which has analgesic and
antipyretic properties, but limited anti-inflammatory effects. Following oral
administration, dipyrone is rapidly converted into several active metabolites, including
4-Methylaminoantipyrine (MAA) and 4-Aminoantipyrine (AA). Its analgesic mode of
action is not completely understood, but it may be credited to several different effects
of its active metabolites, including cyclooxygenase (COX) inhibition and activation of
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the endocannabinoid system (Crunfli et al. 2015; Rogosch et al. 2012). Although
dipyrone is generally well tolerated, it was withdrawn from the market in the United
States and some European countries due to of possible associations with
agranulocytosis, aplastic anemia, neutropenia, and other blood dyscrasias. However,
it continues to be widely used in some countries of Europe, South America, Asia and
Africa often as a nonprescription drug (Arrais et al. 2016; Bar-Oz et al. 2005; da Silva
Dal Pizzol et al. 2009; Ferreira and Lopes, 2016; Hoffmann et al. 2015; Pizzol et al.
2016). Dipyrone is generally not recommended during pregnancy, but reports
indicate that it is frequently used in e.g. South American countries like Brazil (da Silva
Dal Pizzol et al. 2009). In addition, due to the high prevalence of dipyrone use in the
general population in many countries, pregnant women that are unaware of their
pregnancy status may unwittingly use dipyrone in the first weeks of pregnancy, a
critical time window for reproductive androgen-dependent development.

In this study, we combined a set of in vitro and in vivo test systems to examine
the effects of dipyrone on steroidogenesis and receptor-mediated androgenic and
antiandrogenic activities. For assessment of dipyrone effects on steroidogenesis, we
measured the production of steroid hormones in human adrenocarcinoma H295R cell
line and fetal testicular testosterone production in rats following intrauterine
exposure. Androgen agonistic and antagonistic effects of dipyrone were examined in
vitro using a yeast-based transcriptional activation reporter gene assay (Yeast
Androgen Screen — YAS), as well as in vivo through the Hershberger assay, using

androgen-dependent tissues as biomarkers of androgenic action in castrated rats.

5.2 MATERIAL AND METHODS

5.2.1 Animals

All experimental protocols were approved by the Committee on Animal
Research and Ethics of the Federal University of Parana (Consent Number 981)
which is in accordance with national and international guidelines of animal welfare.
Wistar rats were obtained from Federal University of Parana (UFPR), and maintained
under a 12 h light/dark cycle and controlled humidity and temperature (22+£2°C) at the
Reproductive Toxicology Laboratory (UFPR). Standard pellet food (Nuvital, Colombo,

Brazil) and tap water were available ad libitum. The animals were housed in
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collective polypropylene cages (414 mm x 344 mm x 168 mm), four animals per
cage, and acclimatized for one week before beginning the experiments. The animals

were weighed, ranked by weight, and randomly assigned to each experimental

group.
5.2.2 Chemicals

For in vivo studies, sodium dipyrone (CAS 5907-38-0) was supplied by
Shandong Xinhua Pharmaceutical (Zibo, China). Di-(2-ethylhexyl) phthalate (DEHP,
CAS 117-81-7), flutamide (CAS 13311-84-7), canola oil, and testosterone propionate
(CAS 57-85-2) were obtained from Sigma-Aldrich (Darmstadt, Germany). For the
castration procedures of the Hershberger assay we used ketamine from Vetnil
(Louveira, Brazil), xylazine from Agro Veterinaria (Sao Paulo, Brazil), ketoprofen from
Vencofarma (Londrina, Brazil), and an association of procaine benzyl penicillin,
dihydrostreptomycin sulfate and piroxicam from Calbos (S&do José dos Pinhais,
Brazil). For sedation induction before euthanasia, we used sevoflurane from Instituto
Biochimico (Rio de Janeiro, Brazil).

For the steroidogenesis assay we used dipyrone monohydrate (CAS 5907-
38-0), 4-Methylaminoantipyrine hydrochloride (MAA, CAS 856307-27-2) and 4-
Aminoantipyrine (AA, CAS 83-07-8) from Campro Scientific (Berlin, Germany).

For the Yeast Androgen Screen (YAS) we used dipyrone (CAS 5907-38-0),
4-Aminoantipyrine (AA, CAS 83-07-8), dihydrotestosterone (DHT, CAS 521-18-6)
and hydroxyflutamide (CAS 52806-53-8) from Sigma-Aldrich (Darmstadt, Germany)
and 4-Methylaminoantipyrine (MAA, CAS 519-98-2) from Santa Cruz Biotechnology,
Inc. (Texas, USA).

Dimethyl sulfoxide (DMSO) used in all in vitro experiments was from Sigma-
Aldrich (Darmstadt, Germany). Dipyrone, MAA and AA used in all experimental

procedures had purities = 95%.

5.2.3 Selection of drug concentrations and doses

In the in vitro studies, we used dipyrone and its two major metabolites, MAA
and AA. The tested concentrations were based on the reported maximum plasma
concentrations of dipyrone metabolites in humans following oral administration of

three daily dipyrone doses of 1 g for seven days (Levy et al. 1995). Following this
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administration scheme, maximum plasma concentrations (Cmax) of MAA and AA
were 75.9 and 24.1 pM, respectively. Parent dipyrone is not detected in plasma
because of the rapid biotransformation. Thus, a wide range of concentrations below
and above the Cmax of MAA and AA reported by Levy et al. (1995) was tested in our
in vitro systems. In the steroidogenesis assay we tested seven concentrations of
dipyrone and MAA (0, 0.314, 3.14, 10, 31.4, 100, 314, 1000 uM) and AA (0O, 0.314,
3.14, 10, 31.4, 100, 314, 800 uM). In the YAS, we tested six concentrations of
dipyrone and AA (0, 0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30 uM) and MAA (0, 0.3, 1, 3, 10, 30, and 100
HUM). In the YAS assay we tested somewhat lower concentrations of dipyrone and its
metabolites because, in contrast to the H295R assay, a protein-free medium was
used. According to Levy et al. (1995) the protein unbound fractions of MAA and AA in
human plasma are approximately 42% and 52%, respectively.

For the in vivo tests, three doses of dipyrone were used (50, 100, and 200
mg/kg/day) based on therapeutic use in humans (maximum daily dose = 4 g) and
developmental reproductive toxicology data, particularly maternal and fetal toxicity.
Based on the maximum human therapeutic dipyrone dose for a 70 kg adult (57
mg/kg/day) we calculated the estimated therapeutic dose for rats using allometric
scaling as 223 mg/kg/day (ANVISA, 2014; Nevill, 1994). For calculations, rat body
weight was set at 0.3 kg and exponent scaling at 0.75. Because dipyrone maternal
and fetal toxicity has been reported to occur at doses ranging from 100 to 400
mg/kg/day (EMEA, 2003), we decided to test dose levels below 200 mg/kg/day. The
selected doses were administered by oral gavage after dissolving dipyrone salt in
distilled water at a volume of administration of 5 ml/kg.

5.2.4 H295 steroidogenesis assay

The in vitro steroidogenesis assay is based on a human adrenocarcinoma
cell line (NCI-H295R cells) used to evaluate the effects of dipyrone and its two main
metabolites, MAA and AA, on steroidogenesis. The cell line was obtained from
American Type Culture Collection (ATCC, #CRL-2128, Manassas, VA, USA).

The assay was conducted in accordance with the OECD guideline (2011) at
the Toxicology Laboratory, University of Copenhagen. Steroid extraction was
performed as described previously by Nielsen et al. (2012) and Hansen et al. (2017)

and the subsequent quantification of steroid hormones was performed according to
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Weisser et al. (2016). Briefly, the cells were grown in 75 cm? flasks with DMEM/F12
growth media with 1% ITS+ premix and 2.5% Nu-serum at 37°C with 5% CO:2. All
assays were conducted between passages 4-12 (OECD, 2011). The culture was
trypsinized for plating when it reached a confluency of approximately 90%. Cells
were diluted in growth media and seeded in 24 well plates at a concentration of 3x10°
cellss/mL (1 mL/well). Dipyrone, MAA, and AA were serially diluted in dimethyl
sulfoxide (DMSO 0.2%) to achieve the testing concentrations ranging from 0.314 to
1000 uM. Each compound was tested in triplicate on two different days, giving a total
of 6 replicates. Furthermore, DMSO 0.2% (n = 6) was included as a solvent control to
measure background steroid production.

Following 48 h incubation, 950 pL cell medium were collected from each
sample and 5 ng (50 pL of a 0.1 pg/mL) internal standard (IS) was added. The IS
contained the following deuterated standards: d7-androstenedione (ANd7), d8-
corticosterone  (COSd8), d8-11-deoxycorticosterone (11-deoxyCOSd8), d9-
progesterone (PROGd9), d3-testosterone (TSd3), d3-dihydrotestosterone (DHTd3),
d7-aldosterone  (ALDOd7), d4-cortisol (CORd4), d5-11-deoxycortisol (11-
deoxyCORd5) and d6-dehydroepiandrosterone (DHEAd6). A panel of androgens,
progestagens, corticosteroids was analyzed by liquid chromatography tandem mass
spectrometry (LC-MS/MS) as previously described by Weisser et al. (2016). The LC-
MS/MS equipment consisted of a binary 1290 Agilent infinity series system combined
with a binary 1100 Agilent HPLC series pump, which was used for both on-line
cleanup and separation of steroids.

Cell viability was assessed by the Alamar blue test, which measures the
ability of viable cells to convert resazurin into the fluorescent compound resorufin
(O’Brien et al. 2000). Following the 48 h incubation with test compounds for
assessment of steroid production, resazurin was added to the wells and incubated at
37°C and 5% COz for 3 h. The fluorescence of resorufin was measured using 560 nm
excitation/590 nm emission wavelengths. Cells with viability below 80% of the vehicle

control were excluded from analyses.
5.2.5 Exvivo fetal testicular testosterone production

We used the ex vivo testosterone production protocol proposed by Furr et al.

(2014). Adult females (90 days) were mated with adult male rats for 3 h during the
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dark phase of the light cycle. The day of sperm detection was considered as
gestation day zero (GD 0). The animals were separated into five experimental groups
(9-11 dams per group). Dams were treated daily by oral gavage from GD 14 to GD
18. DEHP (positive control) was dissolved in canola oil and administered at 750
mg/kg/day, a dose known to inhibit testosterone production by the rat fetal testis. The
negative control group was treated with distilled water and test groups were
administered dipyrone at 50, 100 or 200 mg/kg/day.

Approximately 1-3 h after the last treatment on GD 18, rat dams were
euthanized by sevoflurane inhalation in a closed chamber followed by decapitation.
The uterus was removed and the number of fetuses (live and dead) and resorptions
were counted and recorded. The fetuses were immediately removed from the uterus,
euthanized by decapitation and testes were collected using a dissecting microscope
(Olympus BX41TF, Japan). The left testes from the first three males identified in each
litter were immediately transferred to a 12-well plate containing 0.5 ml M199 media
(Vitrocell, Campinas, Brazil) without phenol red (1 testis per well) and incubated with
gentle rocking for 3 h at 37°C. After incubation, medium was collected and
centrifuged for 10 min at 4°C and 2000 g and the supernatant was stored at -20°C
until analysis. Testosterone was quantified by enzyme immunoassay, using
polyclonal anti-testosterone antibody (R156/7; 1:7500 dilution) and the respective
horseradish peroxidase-testosterone conjugate obtained from Coralie Munro at the
University of California (Davis, CA, USA), and according to the procedures described
by Brown et al. (2004). We used a substrate buffer containing 2,2'-Azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid diammonium salt (ABTS) and hydrogen peroxide
from Sigma-Aldrich (Darmstadt, Germany). Absorbance measurements were
performed at 405 nm in a microplate reader (BioTek, Winooski, USA). The results
were expressed as ng/testis/3h and the assay sensitivity was 2.3 pg/well. All samples
were evaluated in duplicate, and intra and inter-assay coefficients of variation were

less than 10%.

5.2.6 Yeast androgen screen — YAS

The YAS assay was performed as described by Sohoni and Sumpter (1998)
with slight modifications (Kolle et al. 2010) at the Experimental Toxicology and
Ecology Department, BASF. Yeast (Saccharomyces cerevisiae) stably transformed
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with the human androgen receptor (hAR) gene and expression plasmids carrying
androgen-responsive sequences and the reporter gene lac-Z was obtained from
Professor Vollmer of the Technical University Dresden. Dihydrotestosterone served
as androgen agonistic control and hydroxyflutamide in the presence of
dihydrotestosterone was used as androgen antagonistic control (Kolle et al. 2010).
Dipyrone, MAA, and AA were serially diluted in dimethyl sulfoxide (DMSO)
and transferred to a 96-well microplate, resulting in final concentrations ranging from
0.1 to 100 uM, in the presence or absence of 5 nM dihydrotestosterone (DHT). To
each well we added 200 pL of medium containing the recombinant yeasts and the
chromogenic substrate, chlorophenol red-p-D-galactopyranoside (CPRG). The plates
were incubated for about 48 hours and the color change was assessed by the
absorbance at 570 nM. All substances were plated in quadruplicate and the median
for each concentration was calculated. The final results represent values from two
independent experiments with different yeast cell pre-cultures and fresh substance
solutions. The vehicle DMSO (1%) was used as a negative control. In the YAS, a test
chemical was considered an androgen agonist if the B-galactosidase activity was
increased concentration dependently by more than 10%. A test chemical was
determined to be an androgen antagonist if the [-galactosidase activity was
decreased concentration dependently at least 10% when the test chemical is tested
together with DHT. In addition, to assess yeast toxicity we measured optical density
at 690 nM as an indicator of yeast growth. A decrease of at least 50% in relation to

control was used as an indicator of toxicity.

5.2.7 Hershberguer assay

Male pubertal rats, aged 49 days, were castrated via midline scrotal incision
under anesthesia (ketamine 75 mg/kg and xylazine 1.5 mg/kg; intraperitoneal)
(Andrade et al. 2002; OECD, 2009). After surgery, animals received subcutaneously
ketoprofen (2 mg/kg) and an association of procaine benzyl penicillin (20,000,000
IU), dihydrostreptomycin sulfate (8 g) and piroxicam (0.60 g) at 1 ml/kg. After a seven
day recovery period, the animals were separated into seven experimental groups (12
animals per group) to investigate the possible (anti)androgenic activity of dipyrone.
The castrated male rats were treated daily for 10 consecutive days with different

substances. A group of animals was treated orally with distilled water and
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subcutaneously with testosterone propionate to serve as the positive control for
androgenicity. The negative control, received distilled water by oral route and canola
oil subcutaneously. Flutamide, used as positive control for antiandrogenicity, was
dissolved in distilled water and administered by gavage at 5 mg/kg/day to
testosterone-treated rats. Dipyrone (50, 100, and 200 mg/kg) administered orally to
testosterone-treated rats was used for the evaluation of antiandrogenicity, while a
separate group received oral dipyrone at 200 mg/kg and canola oil by subcutaneous
route for the evaluation of androgenic activity. Dipyrone was administered by oral
gavage after dilution in distilled water. Testosterone propionate was dissolved in
canola oil and administered subcutaneously at a dose of 0.25 mg/kg/day.
Testosterone and flutamide doses were based on our previous studies (Fernandes et
al. 2015; Mdller et al. 2012). The volumes of administration were 5.0 ml/kg for oral
route and 1.0 ml/kg for subcutaneous administration.

Twenty-four hours after the last treatment, the animals were weighed and
euthanized by sevoflurane inhalation in a closed chamber followed by decapitation.
The glans penis, ventral prostate (without the prostatic capsule), seminal vesicle (with
and without fluid), levator ani muscle/bulbocavernosus muscle (LABC), and
bulbourethral glands were removed and carefully dissected to remove the
surrounding connective tissue. Absolute and relative (weight x 100/body weight)

organ weights were recorded.

5.2.8 Statistical analyses

The statistical analyses were performed using Graph-Pad Prism software
version 6.0 (Graph-Pad, San Diego, CA, USA). Normality and homogeneity of
variances were evaluated prior to statistical analysis. Data were analyzed by one-
way analysis of variance (ANOVA), and differences between groups were tested by
Tukey’s multiple comparisons test. In the fetal testosterone production assay, litters
were used as statistical units. Differences were considered statistically significant at a
probability level of 5% (p < 0.05). For assessment of receptor mediated
androgenic/antiandrogenic activities in the YAS assay, we used predefined cut-off
values of B-galactosidase activity changes as described above. All results are
presented as mean * standard error of mean (SEM) or standard deviation (SD),
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except for YAS data, which are presented as median £ maximum and minimum

values.

5.3 RESULTS

5.3.1 H295 steroidogenesis assay

The effects of dipyrone and its two main metabolites, MAA and AA, on
H295R steroidogenesis are shown in Fig. 1. No cytotoxic effects were observed
following exposure to these drugs, except for dipyrone at 1000 uM during the second
run (n = 3). Overall, dipyrone, MAA, and AA significantly reduced the concentrations
of all three androgens (DHEA, androstenedione and testosterone) and of all
measured corticosteroids (except for cortisone following dipyrone exposure).
Testosterone concentrations were significantly reduced at the two highest
concentrations of MAA (314 and 1000 uM) and AA (314 and 800 pM), and at the
three highest dipyrone concentrations (100, 314, and 1000 pM). In addition,
progesterone and 170H-progesterone were significantly increased. The effect of AA
on 170H-progesterone concentrations was particularly evident, with an increase of
up to 250%. On the other hand, AA reduced the concentrations of pregnenolone and
170H-pregnenolone. Changes in the product to substrate ratios for the three major
CYP enzymes in the H295R steroidogenesis are shown in Fig. 2. In this plot, a ratio
lower than 1 indicates inhibition of the steroidogenic reaction, whereas a ratio higher
than 1 is suggestive of stimulatory effects. All three tested compounds had inhibitory
effects on CYP21, which catalyzes the conversion of progestagens into
glucocorticoids, and on the lyase reaction of CYP17, which is responsible for the
formation of androgens from hydroxyprogestagens. From all three tested
compounds, AA seemed to be the most potent chemical in reducing the activities of
CYP21 and CYPl7-lyase. Also, the hydroxylase activity of CYP17 seemed
increased, which may be a consequence of 170H-progesterone accumulation, as a
result of CYP21 and CYP17-lyase inhibition, rather than a true stimulatory enzymatic

effect.
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Fig. 1. Effects of dipyrone, MAA and AA on the H295R steroidogenesis (UM). Data are presented as steroid concentrations relative to the solvent controls (=100%) as function of increasing drug
concentrations. Error bars are standard error of mean (SEM; n = 6). Significant values are marked with asterisks, * (p < 0.05), ** (p £ 0.01), *** (p £ 0.001), **** (p < 0.0001). The enzymes (CYPs and
HSDs) are presented in boxes. CYP17: 17a-hydroxylase/17,20-lyase, 3B-HSD: 3B-hydroxysteroid dehydrogenase, 173-HSD: 17B-hydroxysteroid dehydrogenase, CYP21: 21-hydroxylase,

CYP11B31/2: 11B-hydroxylase, 113-HSD: 11B-hydroxysteroid dehydrogenase. LOQ: limit of quantification.
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5.3.2 Exvivo fetal testicular testosterone production

Results of fetal rat testicular testosterone production following in utero
exposure to dipyrone or DEHP are shown in Fig 3. Three male fetuses per litter (n =
9-10 litters/group) were used, except for litters that had less than three males (two
controls, two dipyrone 50 mg/kg/day, one dipyrone 100 mg/kg/day, four dipyrone 200
mg/kg/day and one DEHP). One litter from the control group was comprised of
females only. Intrauterine dipyrone exposure did not produce reductions in
testosterone production at any dose level tested. In contrast, DEHP, used as positive
control at 750 mg/kg/day, significantly reduced testosterone output by approximately
85% in relation to control. Pregnancy outcomes, including maternal weight gain, litter
size, fetal weight and fetal viability are shown in Supplementary Table 1. These

parameters were not statistically different between experimental groups.
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Fig. 3. Effects of dipyrone on fetal rat testis testosterone production following in utero exposure from
gestation day 14-18. On gestation day 18, testes from three fetuses per litter were incubated for 3 h at
37°C. The plasticizer DEHP was used as positive control. The columns represent litter means + SEM
of testosterone production (ng/testis/3 h). *** p < 0.001 (ANOVA,; Tukey). Veh = vehicle control treated
with distilled water.
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Supplementary Table 1. Pregnancy outcomes in rat dams exposed to dipyrone 50, 100, 200
mg/kg/day and DEHP 750 mg/kg/day from gestation days 14 to 18.

Experimental groups

Parameters Vehicle DEHP D50 D100 D200
Number of dams 11 9 10 10 10
Litter size 7.55+3.14 9.11+2.47 8.20+2.39 9.60+1.84 8.60+2.59
Body weight gain (GD 0-18) 60.3+17.2 64.1+10.5 64.8+149 67.848.5 61.3+x104
Body weight gain (GD 14-18) 20.0£11.8 219494 22.2+8.6 24.1+7.2 16.8+10.5
Fetal weight 1.42+0.12 1.43+0.07 1.36+0.10 1.31+0.06 1.35+0.11
% live fetuses 81.0£25.5 94.1+7.9 90.3x11.5 99.2+2.4  90.9£13.2

All data are shown as litter means + SD.
GD: gestation day; D: Dipyrone (50, 100 or 200 mg/kg/day).

5.3.3 Yeast androgen screen — YAS

DHT induced an expected concentration-response increase in androgen

dependent B-galactosidase activity, whereas hydroxyflutamide inhibited DHT-induced

activity (Fig. 4A). There was no evidence of androgenic or antiandrogenic activity of
dipyrone, MAA or AA in the YAS system (Fig. 4B-D). When tested alone these

compounds were unable to elicit responses above the level of solvent control. In

addition, no significant reductions in androgenic response were observed when test

compounds were incubated with DHT (Fig. 4B-D). Cytotoxicity was not observed in

any of the experimental runs.
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5.3.4 Hershberger assay

The results of body and absolute tissue weights following the Hershberger
assay are shown in Table 1. The body weights of male rats on necropsy day were
not statistically different between groups. The animals that received testosterone
(positive control for androgenicity) showed a significant increase in the absolute
weights of the glans penis, ventral prostate, seminal vesicle, bulbourethral glands,
and levator ani/bulbocavernosus muscle compared with the vehicle control group
(canola oil). Similarly, the animals that received testosterone and flutamide (positive
control for antiandrogenicity) showed a statistically significant reduction in the
absolute weights of these tissues when compared with the animals that received only
testosterone. The weight of androgen-dependent organs in groups treated with
dipyrone combined with testosterone did not differ from the testosterone-only group.
Moreover, no significant changes were detected in androgen-dependent organ
weights in the animals that received only dipyrone in relation the vehicle control
group. Overall, the same profile of responses was observed for the analysis of

relative organs weights (data not shown).
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Table 1. Body weight (g) and absolute androgen-dependent organ weights (g) of pubertal castrated male rats after 10 days of treatment in the Hershberger

assay.

Experimental groups
Parameters Vehicle Test Flut + Test D50 + test D100 + test D200 + test D200
Body weight 239+35 249424 234+24 252+38 237+28 236+31 237+22
Glans penis 0.034+0.010 0.07140.011" 0.039+0.006% 0.067+0.011 0.066+0.010 0.066+0.006 0.030+0.007
Ventral prostate 0.020+0.006 0.136+0.035" 0.033+0.012# 0.126+0.042 0.115+0.028 0.137+0.040 0.017+0.005
Seminal vesicle with fluid 0.069+0.022 0.50240.120" 0.087+0.028% 0.482+0.172 0.431+0.108 0.458+0.168 0.065%0.015
Seminal vesicle without fluid 0.060+0.023 0.300+0.102" 0.074+0.022# 0.328+0.093 0.301+0.063 0.327+0.088 0.056+0.014
LABC 0.178+0.050 0.434+0.060" 0.205+0.041% 0.419+0.090 0.382+0.064 0.393+0.076 0.156+0.052

Note: Test for androgenicity and antiandrogenicity. All data are shown as mean + SD of body and absolute organ weights (n = 12 animals per group).

*Significantly different from vehicle control (p<0.05 ANOVA/Tukey); #Significantly different from Testosterone group (p < 0.05 ANOVA/Tukey).

Test: testosterone (0.25 mg/kg/day); Flut: flutamide (5 mg/kg/day); D: Dipyrone (50, 100 or 200 mg/kg/day); LABC: levator ani/bulbocavernosus muscle.



59

5.4 DISCUSSION

There is some toxicological evidence for endocrine modulation of mild
analgesics and non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), which can interact
with components of the endocrine system through multiple mechanisms. In rodent
studies, developmental exposures to some of these drugs has been linked to
alterations in the production of testicular hormones (Kristensen et al. 2011, 2012) and
reproductive and behavioral changes in the exposed offspring (Hay-Schmidt et al.
2017; Holm et al. 2015). In addition, human epidemiological studies have reported on
possible associations between prenatal analgesic exposures and reproductive
changes, such as reduced anogenital distance (Fisher al. 2016; Lind et al. 2017) and
increased risk of cryptorchidism (Kristensen et al. 2011; Jensen et al. 2010; Snijder
et al. 2012).

The present study was conducted to assess the ability of dipyrone, an
analgesic and antipyretic drug widely used in many parts of the world, to elicit
(anti)androgenic responses in several model systems. Our results showed that in
vitro exposure of steroidogenic active H295R cells to dipyrone and its two main
metabolites, MAA and AA, reduced the production of androgens and corticosteroids
in a concentration-dependent manner. In contrast, dipyrone did not induce any
effects on the ex vivo fetal testis testosterone production assay, as well as it did not
elicit in vivo or in vitro androgen agonistic/antagonistic activities.

In the in vitro H295R assay, dipyrone and its metabolites affected
steroidogenesis at different steps. The analysis of steroidogenic product to substrate
ratios suggests that these compounds are inhibitors of CYP21 and CYP17-lyase
enzymes. From the shape of the concentration-response curve, AA seemed to be the
most potent of the three compounds in reducing testosterone production. In addition,
AA markedly increased the concentrations of 170H-progesterone, suggestive of
CYP21 and CYP17-lyase inhibition. However, the reductions of testosterone and
other steroid hormones induced by dipyrone and its metabolites were observed at the
high-end concentrations of our response curve. For MAA and AA, the lowest
concentration to reduce testosterone levels in our model (314 uM) was approximately
4 and 13 times higher than the maximum plasma concentrations of 76 uM and 24 uM

reported in humans after 7-day oral administration of 3 g dipyrone/day, respectively
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(Levy et al. 1995). Dipyrone itself is not detected in plasma following oral and/or
parenteral administrations, because of the fast metabolic conversion to MAA, AA,
and other metabolites (Levy et al. 1995).

In the ex vivo fetal testicular testosterone production assay, no effects were
observed following maternal dipyrone exposure to 50, 100, and 200 mg/kg/day in
rats. In addition, no signs of maternal or fetal toxicity were observed at any dose
level. These doses were selected on the basis of maximum human exposures and
allometric extrapolations from humans to rats. The contrasting results of H295R
assay and fetal rat testicular testosterone production may be related to differences in
target organ concentrations and/or sensitivity of test systems. As already mentioned,
significant effects on H295R steroidogenesis were seen at concentrations above
those usually seen in human exposure scenarios, while the rat study used human
relevant doses. Also, local regulatory mechanisms may compensate eventual
perturbations of steroidogenesis in vivo, as paracrine systems are active in the fetal
testis, which differs from the limited autocrine feedback observed in vitro.
Testosterone production is regulated through autocrine and paracrine negative
feedback via the cCAMP pathway, thereby controlling the activity of the steroidogenic
acute regulatory protein (StAR). This protein is responsible for activating cholesterol,
making it available for CYP11A1, the first and rate-limiting step in steroidogenesis
forming pregnenolone (Miller and Auchus, 2011). This pathway is active in Leydig
cells in vivo and likely also ex vivo (Houk et al. 2004) and induces gene expression of
StAR thereby increasing pregnenolone formation and downstream steroids including
testosterone. The present study indicates that such feedback systems may be active
ex vivo and in vivo compensating for the observed decrease in testosterone
production in the H295R experiments. Interestingly, paracetamol exposure was also
unable to reduce ex vivo fetal testicular testosterone production in rats (Kristensen et
al. 2011), but it did reduce testosterone concentrations in H295R cells (Holm et al.
2015; Tinwell et al. 2013) and in organotypic culture of rat fetal testis in vitro
(Kristensen et al. 2011). These potential compensatory feedback systems should be
studied in further details.

In addition, in developmental rodent studies paracetamol induced anti-
androgenic responses, such as reduced anogenital distance (Kristensen et al. 2011)
and nipple retention (Axelstad et al. 2014) in males, as well as changes in sexually

dimorphic behaviors (Hay-Schmidt et al. 2017). It is also important to highlight that in
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addition to suppressing androgen production, paracetamol and other mild analgesics
can act through several other mechanisms, including inhibition of prostaglandin
synthesis, increased activation of the endocannabinoid system, known to reduce
Leydig cell function, and inhibition of insulin-like factor-3 (INSL-3), a Leydig cell
product involved in the process of testicular descent. The disruption of these
signaling pathways may collectively contribute to the downstream consequences of
developmental exposures to reproductive and behavioral outcomes (Martino-
Andrade and Swan, 2017). Therefore, additional in vivo apical studies with dipyrone
are needed to fully characterize its potential endocrine disrupting effects. Such
studies include in utero and lactational exposure assays and examination of
endocrine and reproductive sensitive endpoints in male and female offspring at
different life stages.

We also investigated the androgen agonistic and antagonistic activities of
dipyrone in two experimental models, the in vitro Yeast Androgen Screen (YAS) and
the Hershberger bioassay. In the YAS assay, no antagonistic effects were observed
in yeast cells expressing the human androgen receptor when co-exposed to DHT
and dipyrone, MAA or AA. Similarly, in the Hershberger assay, co-administration of
dipyrone and testosterone to castrated rats did not change the weight of androgen-
dependent tissues in relation to the testosterone-only group, indicating the absence
of antiandrogenic activity. Furthermore, dipyrone and its metabolites did not induce
any androgenic activity in vitro or in vivo. These results are in agreement with prior
studies conducted with other analgesics (Kolle et al. 2010; Mazaud-Guittot et al.
2013). Mazaud-Guittot et al. (2013) investigated possible estrogen, androgen, and
peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPAR-y) agonistic and
antagonistic activities of paracetamol and acetylsalicylic acid using in vitro reporter
gene assays. The results by Mazaud-Guittot et al. (2013) were negative for all
nuclear receptor-mediated agonistic or antagonistic responses, indicating that the
endocrine modulation exerted by these drugs involves other hormonal signaling
pathways or alternative mechanisms, such as interference with gonadal function and
hormonal production. It is noteworthy that the Hershberger and the yeast-based
transcriptional activation reporter gene assays are complementary tests that in
concert allow a better assessment of receptor-mediated effects of test compounds.
While the in vitro reporter gene assay constitutes an easy and direct method for

assessment of agonistic and antagonistic activities, it does not take into account
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other variables that may affect the in vivo responses, including pharmacokinetic
parameters, such as absorption, distribution, bioavailability and metabolism (OECD,
2009).

The major strength of this study is that we used a collection of
complementary in vitro and in vivo assays to examine the interference of dipyrone on
androgen production or action. This combined in vitro and in vivo approach is
essential to identify potential interactions with components of the endocrine system.
In addition, this strategy can be useful to provide insights into the mechanism of
action and potency of selected chemicals. One major limitation of our study is that we
did not measure the plasmatic concentrations of dipyrone metabolites in the rat
studies (internal doses), which precluded a more accurate comparison of in vivo and
in vitro data. However, we were still able to compare the selected doses and
concentrations with known external and internal doses reported in humans.

Our results indicate that dipyrone and its two main metabolites have the
potential to inhibit the steroidogenesis in vitro at concentrations above the usual
concentrations achieved following medical use, which agrees with the absence of
inhibitory effects on testosterone production in our animal study using therapeutically
relevant doses. However, these findings may be relevant in a wider human exposure
scenario context, considering the widespread use of dipyrone in some countries and
the possibility of co-exposures with other drugs and environmental chemicals that act
through similar mechanisms. This is particularly critical for vulnerable populations,
such as pregnant women and children. In addition, because dipyrone may possibly
interact with other hormonal systems, its influence on endocrine-mediated processes
should be investigated in developmental studies designed to examine multiple

endocrine and reproductive endpoints.
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6 DISCUSSAO ESTENDIDA E CONCLUSAO

Diversos estudos in vitro e in vivo indicam que analgésicos e anti-
inflamatérios ndo esteroidais (AINEsS) de uso comum podem provocar disturbios
enddcrinos e reprodutivos por meio de multiplos mecanismos, principalmente
alterando o desenvolvimento testicular fetal em animais e humanos. A exposicéo
pré-natal a esses farmacos tem sido associada a alteracdes na producdo de
hormoénios testiculares, criptorquidismo, malformagbes do trato reprodutivo e
distarbios reprodutivos na vida adulta (KRISTENSEN et al., 2011; KRISTENSEN et
al., 2012; SNIJDER et al., 2012; ALBERT et al., 2013; MAZAUD-GUITTOT et al.,
2013; HOLM et al., 2015; VAN DEN DRIESCHE et al., 2015; BEN MAAMAR et al.,
2017; HAY-SCHMIDT et al.,, 2017; LIND et al., 2017). A exposicdo humana a
analgésicos pode ocorrer, de maneira similar a outros desreguladores ambientais,
por meio da exposicao a residuos presentes na agua, nos alimentos ou em outros
meios, mas principalmente pela exposicdo a doses farmacolégicas em virtude do
uso terapéutico desses farmacos (BUSER et al., 1999; STUMPF et al., 1999;
SANTOS et al., 2013; KIM et al., 2014; EBELE et al., 2016). Assim, diferentemente
de outros desreguladores endocrinos, a possibilidade de exposicao a altas doses de
analgésicos e outros medicamentos € grande, conferindo riscos potenciais a
individuos expostos, incluindo populacdes vulneraveis como gestantes e criancgas.

O presente estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a capacidade da
dipirona e seus dois metabdlitos principais, 4-Metilaminoantipirina (MAA) e 4-
Aminoantipirina (AA), de induzirem respostas androgénicas e/ou antiandrogénicas
em diferentes ensaios. A dipirona é amplamente utilizada em diversos paises,
particularmente no Brasil, onde ocupa o primeiro lugar em vendas entre 0s
analgésicos (ANVISA, 2001; ARRAIS et al.,, 2016; FERREIRA E LOPES, 2016).
Neste estudo, foi utilizado um conjunto de testes complementares in vitro e in vivo a
fim de determinar o potencial da dipirona e seus metabdlitos de influenciar a
producdo ou acdo de hormoénios androgénicos. Foram utilizados o teste de avaliagéo
da esteroidogénese in vitro em células H295R, o teste de producgéo de testosterona
testicular fetal em ratos, o teste de ativacdo transcricional do receptor androgénico
(Yeast Androgen Screen - YAS) e, ainda, o teste de Hershberger, bioensaio que
utiliza 6rgdos andrégeno-dependentes como biomarcadores de efeitos

(anti)androgénicos em ratos castrados.
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De maneira geral, os resultados do teste de esteroidogénese in vitro,
demonstraram que a exposi¢cdo a dipirona, MAA e AA, reduziu a producdo de
androgénios e corticosteroides de maneira concentracdo-dependente, ao contrario
do que foi observado no teste de producao de testosterona testicular fetal ex vivo, no
qual a dipirona néo teve efeitos sobre a producéo de testosterona pelo testiculo fetal.
Além disso, nao foram observadas atividades agonistas ou antagonistas
androgénicas in vitro ou in vivo.

No teste de esteroidogénese in vitro, foram utilizadas células H295R de
adrenocarcinoma humano devido a sua capacidade de expressar todas as enzimas
da via esteroidogénica. Com base nos resultados obtidos, foi possivel observar que
a dipirona e os seus metabdlitos inibiram a esteroidogénese em diferentes etapas. A
analise da razdo entre o produto e o substrato esteroidogénico sugere que esses
compostos sao inibidores das enzimas CYP17-lyase e CYP21. De maneira geral,
uma razdo abaixo de 1 é sugestiva da inibicdo da enzima que converte o substrato
em produto, enquanto que uma razdo acima de 1 é sugestiva de uma inducdo
enzimatica. Sendo assim, pode-se dizer que os trés compostos testados inibiram as
enzimas CYP17-lyase, que converte hidroxiprogestagenos em andrégenos, e
CYP21, que converte progestdgenos em corticosteroides, sendo o metabdlito AA o
mais potente em inibir a atividade dessas enzimas. Os resultados sugerem ainda um
possivel efeito estimulatério na enzima CYP17-hidroxilase, principalmente apos a
exposicdo ao metabodlito AA. No entanto, esse efeito pode ndo ser um efeito
estimulatério de fato, e sim um resultado da inibicdo das enzimas CYP17-lyase e
CYP21, tendo como consequéncia o acumulo do substrato 170OH-progesterona.

Foi possivel observar também que o metabdlito AA foi o mais potente dos
trés compostos testados em reduzir as concentracfes de testosterona. No entanto,
as reducoes de testosterona e outros hormoénios esteroides induzidos pela dipirona e
seus metabdlitos, foram observados principalmente nas concentracfes mais altas da
curva concentracdo-resposta. Para os metabolitos MAA e AA, a menor concentracao
(314 pM) que foi capaz de reduzir a producdo de testosterona nesse ensaio, foi
aproximadamente 4 e 13 vezes maior do que as concentracdes plasmaticas
maximas reportadas em seres humanos de 75,9 uM e 24,1 uyM, respectivamente.
Essas concentragfes plasméticas foram alcancadas ap6s administracéo oral de trés
doses diarias de dipirona de 1 g durante 7 dias (LEVY et al., 1995).
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Além disso, os resultados do teste de esteroidogénese in vitro indicaram
reducdes significativas nas concentracdes de corticosteroides, com excecdo da
cortisona, que teve sua concentracdo elevada quando exposta a maior dose de
dipirona. Os corticosteroides desempenham um papel essencial na regulacdo dos
principais processos fisiologicos, pois estdo envolvidos em respostas adaptativas de
estresse e muitos outros aspectos do desenvolvimento, incluindo imunomodulacgao,
neurodesenvolvimento, metabolismo energético, regulacdo do equilibrio hidrico,
controle da glicemia e pressao arterial. A desregulacdo desses hormdnios no
periodo pré-natal pode comprometer essas respostas, ocasionando diversas
alteracdes na prole, como alteracdes comportamentais, imunolégicas e incapacidade
de gerar respostas adaptativas adequadas ao estresse (ODERMATT et al., 2006).
Alguns estudos tém indicado que a exposicdo a compostos naturais ou produtos
quimicos industriais que prejudicam a acdo dos corticosteroides pode contribuir para
a crescente incidéncia de déficits cognitivos, distarbios imunolégicos e doencas
metabdlicas. A acdo prejudicada desses hormoénios tem sido associada a varias
doencas, incluindo osteoporose, catarata, obesidade, diabetes mellitus tipo 2,
doencas cardiovasculares e doencas inflamatérias e auto-imunes (CARNAHAN E
GOLDSTEIN, 2000; COOPER, 2004; FREEL E CONNELL, 2004; DE MELLO, 2004,
ROSMOND, 2005; ODERMATT et al., 2006).

No teste de producédo de testosterona testicular fetal ex vivo, ndo foram
observados efeitos apos a exposicao intrauterina a dipirona nas doses de 50, 100 e
200 mg/kg/dia em ratos. Além disso, nenhum sinal de toxicidade materna ou fetal foi
observado nas doses testadas. Essas doses foram selecionadas com base na dose
terapéutica para humanos (dose méaxima diaria de dipirona = 4 g) e calculos de
extrapolacbes alométricas, a fim de definir doses terapéuticas devido ao ajuste
necessario para a taxa metabolica da espécie estudada, assegurando a eficacia e a
seguranca do tratamento (NEVILL, 1994; ANVISA, 2014).

Os resultados aparentemente conflitantes entre o0s testes de
esteroidogénese in vitro e de producdo de testosterona testicular fetal em ratos
podem ser explicados por diferentes motivos. Primeiramente, os resultados de
inibicAo de androgénios e corticosteroides in vitro foram observados em
concentracbes de MAA e AA acima das que geralmente s&o vistas em um contexto
de exposicdo humana, enquanto que no ensaio in vivo foram utilizadas somente

doses de dipirona relevantes para humanos. Além disso, mecanismos regulatorios
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locais podem compensar eventuais perturbacdes da esteroidogénese in vivo, ja que
0s sistemas paracrinos sdo ativos no testiculo fetal, o que difere do feedback
autocrino limitado observado in vitro. A producdo de testosterona é regulada por
meio de feedback negativo autdcrino e paracrino pela via AMPc, controlando assim
a atividade da proteina de regulacdo aguda da esteroidogénese (StAR). Essa
proteina €& responsavel por ativar o colesterol, tornando-o disponivel para a
conversdo em pregnenolona por meio da acdo da enzima CYP11Al, o primeiro
passo da esteroidogénese (MILLER E AUCHUS, 2011). Essa via esta ativa em
células de Leydig in vivo e provavelmente ex vivo (HOUK et al., 2004), e induz a
expressao génica de StAR, aumentando assim a formacdo de pregnenolona e os
demais esterdides, incluindo a testosterona. O presente estudo indica que esses
sistemas de feedback podem estar ativos in vivo e ex vivo, compensando a
diminuicdo da producdo de testosterona observada no teste de esteroidogénese in
vitro. Dessa maneira, as diferencas nas respostas dos testes in vitro e in vivo para a
avaliacdo da dipirona e seus metabdlitos em relacdo a producdo de testosterona
podem estar relacionadas a diferencas na sensibilidade dos testes, nas diferentes
concentracdes e doses testadas, parametros farmacocinéticos e farmacodinamicos,
além de mecanismos regulatorios de compensacao.

Resultados semelhantes aos obtidos nesse estudo, foram reportados para o
paracetamol, que também nao inibiu a producdo de testosterona testicular fetal ex
vivo em ratos (KRISTENSEN et al., 2011), mas reduziu as concentracdes de
testosterona em células H295R de adrenocarcinoma humano (HOLM et al., 2015;
TINWELL et al., 2013) e em testiculos fetais de ratos em cultura organotipica in vitro
(KRISTENSEN et al., 2011). Além disso, em estudos de avaliagdo do
desenvolvimento em roedores, o paracetamol induziu respostas antiandrogénicas,
como a diminuicao da distancia anogenital (KRISTENSEN et al., 2011) e a reten¢ao
de mamilos (AXELSTAD et al., 2014) em machos, bem como mudancas em
comportamentos sexualmente dimorficos, como, por exemplo, diminuicdo da
agressividade e da disputa territorial entre animais do mesmo sexo e, diminui¢cdo do
namero de penetracdes e ejaculacdes durante o acasalamento com fémeas na fase
receptiva do ciclo estral (HAY- SCHMIDT et al., 2017).

E provavel que os analgésicos e AINEs induzam distrbios reprodutivos
masculinos por meio de multiplos mecanismos de agdo. Os mecanismos associados

a insuficiéncia androgénica e outras perturbacdes induzidas pelo paracetamol e
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outros analgésicos ainda permanecem indefinidos. Alguns desses farmacos podem
reduzir a expressao do hormonio INSL-3 e, dessa forma, comprometer a descida do
testiculo ao escroto (KRISTENSEN et al., 2011; MAZAUD-GUITTOT et al., 2013;
VAN DEN DRIESCHE et al., 2015). Em concordancia com essas informacoes,
estudos epidemiolégicos recentes demonstraram associacfes entre a exposicao
materna a analgésicos e um risco aumentado de criptorquidismo em recém-nascidos
do sexo masculino (JENSEN et al., 2010; KRISTENSEN et al., 2011; SNIJDER et al.,
2012).

Além disso, Kristensen et al. (2011) propuseram que esses farmacos e
algumas substancias quimicas ambientais podem desregular a funcéo testicular por
meio da inibicAo das prostaglandinas, alvo farmacolégico dos AINEs, durante
periodos criticos para a diferenciacdo sexual e gonadal. Sabe-se que as
prostaglandinas regulam diversas fungbes no sistema reprodutor, incluindo a
ovulacéo, a fertilizacdo, o parto e a espermatogénese (SALES E JABBOUR, 2003;
GAYTAN et al., 2006; UZUN et al., 2015). Nos testiculos em desenvolvimento, a
prostaglandina D2 (PGD2) estd envolvida na formacdo do corddo seminifero
mantendo a expressao continua de SOX-9, gene regulador chave da diferenciacéo
das células de Sertoli, do desenvolvimento subsequente dos testiculos e
masculinizacdo do trato reprodutivo.

A inibicdo das prostaglandinas no testiculo em desenvolvimento pode
desencadear a diferenciacdo anormal das células de Sertoli e, consequentemente,
resultar em uma série de perturbacdes celulares e hormonais no testiculo fetal. Por
exemplo, disfuncbes nas células de Sertoli podem comprometer o desenvolvimento
e funcéo das células de Leydig e, como resultado, ocasionar alteracbes hormonais,
principalmente inibicdo de INSL-3 e da producdo de testosterona. Contudo, a
relacdo entre a inibicdo das prostaglandinas, a supressdo da producdo de
testosterona e outros distdrbios hormonais ainda ndo é clara. Além disso, 0s
analgésicos também podem prejudicar a esteroidogénese por mecanismos que Sao
independentes da supresséo de prostaglandinas (WILHELM et al., 2007; JAKOB E
LOVELL-BADGE, 2011; KRISTENSEN et al., 2011; ALBERT et al., 2013; MAZAUD-
GUITTOT et al.,, 2013; MARTINO-ANDRADE E SWAN, 2017). Por exemplo, os
efeitos dos analgésicos nos testiculos podem ser provenientes de desequilibrios na
relacdo androgénio-estrogénio alterando a expressdo ou a atividade de enzimas

esteroidogénicas, como CYP17Al, que é crucial na sintese de androgénios, e
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CYP19 (enzima aromatase), que converte testosterona em estradiol (HAN et al.,
2010; TINWELL et al., 2013; HOLM et al., 2015).

Os efeitos dos analgésicos nos testiculos também podem ser resultado da
ativacdo do sistema endocanabinoide, conhecido por estar envolvido na regulacéo
de algumas funcdes reprodutivas e na biossintese de horménios esteroides. Os
receptores canabinoides (CB) estdo presentes nas células de Leydig, Sertoli e
germinativas, sugerindo um envolvimento funcional da sinalizacdo desses
receptores na esteroidogénese, espermatogénese e fertilizacdo, podendo
desencadear alteracdes nas func¢des reprodutivas masculinas (GYE et al., 2005).
Diversos estudos em modelos animais associaram exposi¢cdes a canabinoides a
reducbes nos pesos dos testiculos e vesicula seminal, espermatogénese
prejudicada, reducdo da distancia anogenital, supressao dos niveis plasmaticos de
testosterona, diminuicdo da producdo de testosterona testicular fetal, além de
reducdo do comportamento sexual (MERARI et al.,, 1973; DIXIT et al.,, 1974,
ROSENKRANTZ E BRAUDE, 1974; KOLODNY et al., 1976; DALTERIO et al., 1978;
DALTERIO E BARTKE, 1981; DALTERIO et al., 1983; DALTERIO et al., 1984a;
DALTERIO et al., 1984b; WENGER et al.,, 2001; KAMALI et al., 2016). Esses
estudos indicam que o0s canabinoides sdo capazes de afetar a esteroidogénese
testicular in vitro e in vivo, podendo envolver tanto estimulacdo quanto inibicéo,
dependendo da dose. Isso sugere que o0s receptores CB controlam multiplos
aspectos do desenvolvimento e funcdes testiculares (MECCARIELLO et al., 2014).

A FIGURA 3 apresenta alguns dos principais alvos dos analgésicos no
desenvolvimento de testiculos fetais, que podem contribuir para a inducdo de

distarbios do trato reprodutivo masculino em animais e humanos.
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FIGURA 3 — MECANISMOS DE DESREGULAGCAO ENDOCRINA POR ANALGESICOS NO
TESTICULO FETAL
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FONTE: O autor (2017).

LEGENDA: Os analgésicos podem inibir a enzima ciclooxigenase (COX), que estd envolvida na
sintese de prostaglandina D2 (PGD2), um mediador que promove a expressdo continua de SOX-9
(regulador da diferenciagdo das células de Sertoli e do desenvolvimento testicular). Além disso, esses
farmacos podem atuar diretamente sobre as células de Leydig fetais e induzir multiplos distarbios
hormonais, incluindo a supressédo do fator semelhante a insulina-3 (INSL3) e da produgdo de
testosterona. Os analgésicos também podem ativar o sistema endocanabinoide, que reduz a funcao
das células de Leydig, e ainda desregular o equilibrio normal entre androgénios e estrogénios,
alterando a expressd@o de enzimas esteroidogénicas essenciais, como CYP17Al1 e CYP19. AA =
acido araquiddnico; INSL-3 = fator semelhante & insulina-3; DHT = dihidrotestosterona.

No presente estudo também foram avaliadas as atividades agonistas e
antagonistas androgénicas da dipirona em dois modelos experimentais, o Yeast
Androgen Screen (YAS), ensaio in vitro que utiliza a ativagao transcricional de genes
repOrter em células de levedura que expressam receptores de androgénios humanos
(hAR), e o teste de Hershberger, bioensaio que utiliza o peso de 6rgaos androgeno-
dependentes como biomarcadores da a¢do androgénica em ratos castrados. N&o
foram observados efeitos antagonistas em células de leveduras quando expostas a
DHT combinada com dipirona, MAA ou AA. Da mesma forma, no teste de
Hershberger, a co-administracdo de dipirona e testosterona em ratos castrados nao

alterou o peso dos 6rgédos andrégeno-dependentes em relacdo ao grupo tratado com
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testosterona, indicando auséncia de atividade antiandrogénica. Além disso, a
dipirona e seus metabdlitos ndo induziram atividade androgénica in vitro ou in vivo.

Os resultados corroboram os dados de estudos anteriores realizados com
outros analgésicos (KOLLE et al., 2010; MAZAUD-GUITTOT et al., 2013). Mazaud-
Guittot et al. (2013) investigaram as possiveis atividades agonistas e antagonistas
do paracetamol e do acido acetilsalicilico utilizando ensaios de genes reporter in
vitro para receptores nucleares de estrogénio, androgénio e proliferador de
peroxissomo-gama (PPAR-y). Os resultados foram negativos para todas as
respostas agonistas ou antagonistas, indicando que a modulacao enddcrina exercida
por esses farmacos envolve outras vias de sinalizagdo hormonal ou mecanismos
alternativos, como interferéncia na funcédo gonadal e na producdo hormonal.

E importante ressaltar que o YAS e o teste de Hershberger sdo testes
complementares que, quando combinados, permitem uma melhor avaliacdo dos
efeitos das substancias testadas. Enquanto o YAS constitui um método facil e direto
para a avaliacdo de atividades agonistas e antagonistas, ndo leva em consideracao
outras variaveis que podem afetar as respostas in vivo, incluindo parametros
farmacocinéticos, como absorcdo, distribuicdo, biodisponibilidade e metabolismo
(OCDE, 2009).

O objetivo desse estudo foi avaliar os possiveis efeitos da dipirona e seus
metabdlitos na producdo ou acdo de androgénios utilizando uma combinacdo de
testes complementares in vitro e in vivo. Essa abordagem é essencial para identificar
possiveis interagcdes com os componentes do sistema enddcrino. Além disso, essa
estratégia pode ser til para fornecer informacdes sobre o potencial e 0 mecanismo
de acéo das substancias testadas.

Os resultados apresentados indicam que a dipirona e seus dois principais
metabolitos tém o potencial de inibir a esteroidogénese in vitro em concentracfes
acima das usuais em seres humanos, 0 que corrobora a auséncia de efeitos
inibitorios no teste de producgéo de testosterona testicular fetal em ratos, que utilizou
apenas doses terapeuticamente relevantes. No entanto, os resultados encontrados
podem ser relevantes em um contexto real de exposicdo humana, considerando a
ampla utilizacdo da dipirona em diversos paises, incluindo o Brasil, e a possibilidade
de co-exposicdo com outros farmacos e substancias quimicas ambientais que
compartilham de mecanismos de acdo semelhantes e desencadeiam os mesmos

tipos de disturbios reprodutivos. Os diferentes mecanismos de acdo envolvem
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multiplos alvos celulares e moleculares, e mais pesquisas devem ser desenvolvidas
a fim de avaliar os possiveis efeitos interativos entre essas substancias quimicas.

Devido as evidéncias de que os analgésicos podem causar disturbios
hormonais, e potencialmente defeitos genitais masculinos apés a exposi¢ao in utero,
€ necessaria a avaliacdo do risco-beneficio antes da utilizacdo desses farmacos
durante a gestacdo. No periodo gestacional sabe-se que as dores e as condi¢cdes
inflamatorias podem ser persistentes e prejudiciais para a mée e o desenvolvimento
do feto. Dor severa e persistente néo tratada durante a gestacdo pode desencadear
estresse, ansiedade, aumento da pressao arterial e depressdo na méae, sendo
recomendavel em determinados casos o uso de analgésicos (FDA, 2015). No
entanto, as gestantes devem ser orientadas para evitar a automedicacdo e adotar
habitos de vida saudaveis para diminuir a exposicdo a outras substancias quimicas
ambientais (MARTINO-ANDRADE E SWAN, 2017).

Diante dos resultados obtidos e considerando que a dipirona pode interagir
com outros sistemas hormonais, sua influéncia nos processos mediados pelo
sistema enddcrino deve ser investigada de maneira mais aprofundada. Portanto,
tem-se como perspectiva a realizacdo de estudos de exposicdo durante periodos
criticos do desenvolvimento, como a gestacao e a lactacdo, e a avaliacdo de efeitos
de manifestacdo precoce e tardia na prole, como malformacbes genitais,
desenvolvimento puberal, funcdo gametogénica e hormonal, e alteracdes
comportamentais em machos e fémeas. Além disso, € necessario investigar a
prevaléncia atual do uso da dipirona em gestantes brasileiras e possiveis
associacdes entre essa exposicao e desfechos reprodutivos em recém-nascidos.
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