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RESUMO 

 

 

CALIXTO, José de Ribamar Rodrigues. Avaliação de alterações histopatológicas da 

próstata e séricas do PSA em ratos tratados com N-Metil-N-Nitrosureia e 

testosterona. 2013. 68 f. Tese (Doutorado em Fisiopatologia Clínica e Experimental) 

– Faculdade de Ciências Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de 

Janeiro, Universidade Federal do Maranhão, São Luiz, 2013. 

 
A testosterona tem sido cada vez mais usada em homens na fase do 

envelhecimento como prevenção e tratamento de doenças metabólicas, melhora do 

desempenho sexual, proteção cardiovascular e manutenção da cognição. Porém 

ainda há conflito sobre seus efeitos na próstata com relação às doenças benignas e 

malignas. O presente estudo avaliou o efeito do tratamento com duas formas de 

testosterona sobre carcinoma de próstata induzido por N-Metil-N-Nitrosureia (NMU) 

a partir de análises histopatológicas e séricas do antígeno prostático específico 

(PSA). Para tal foram utilizados 80 ratos  Wistar jovens, sadios, divididos em dois 

grupos (40 animais cada) tratados ou não com NMU intraperitoneal. Cada grupo foi 

dividido em quatro subgrupos iguais e tratados durante 16 semanas: 1) tratado com 

cipionato de testosterona a cada sete dias via intramuscular; 2) tratado com 

cipionato de testosterona a cada 14 dias via intramuscular; 3) tratado com 

undecanoato de testosterona oral diariamente; 4) tratado com óleo mineral. Após 16 

semnanas e tratamento, os níveis do PSA não alteraram em nenhum grupo ou 

subgrupo e não houve desenvolvimento de tumores em nenhum deles. Portanto, as 

duas formas distintas de testosterona associada ao uso de NMU em curto espaço de 

tempo por via intraperitoneal não alteraram as dosagens séricas do PSA e não 

induziram a formação de tumores na próstata em ratos Wistar jovens e saudáveis. 

As alterações histopatológicas acinares encontradas nas próstatas foram projeção, 

secreção, congestão e inflamação, e as epiteliais foram: epitélio normal, redução do 

epitélio e redução na altura do mesmo. Tais achados colaboram para que outros 

estudos sejam realizados de maneira a orientar o uso de testosterona na prática 

clinica diária sem receio de indução do câncer na próstata.  

 

Palavras-chave: Testosterona. Ratos. Câncer de próstata. PSA. NMU. 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

 
Testosterone has been increasingly used in men during the aging process as 

prevention and treatment of metabolic diseases, improving sexual performance, 

cardiovascular protection and maintenance of cognition. But there are still conflicted 

about its effects in the prostate with respect to benign and malignant diseases. The 

present study evaluated the effect of treatment with two forms of testosterone on 

prostate carcinoma induced by N-methyl-N-nitrosourea (NMU) from pathological 

examinations and serum prostate-specific antigen (PSA). For this we used 80 young 

Wistar rats, healthy, divided into two groups (40 animals each) or not treated with 

intraperitoneal NMU. Each group was divided into four equal subgroups and treated 

for 16 weeks: 1) treated with testosterone cypionate every seven days 

intramuscularly, 2) treated with testosterone cypionate every 14 days intramuscularly, 

3) treated with oral testosterone undecanoate daily, 4) treated with mineral oil. After 

16 semnanas and treatment, PSA levels did not change in either group or sub-group 

and no tumor development in any of them. Therefore, two different forms of 

testosterone associated with the use of NMU in short time intraperitoneally did not 

affect the serum PSA and did not induce tumor formation in prostate in young healthy 

rats. Acinar histopathological changes were found in the prostates projection, 

secretion, congestion and inflammation, epithelial and were normal epithelium, 

epithelial reduction and reduction in height thereof. These findings collaborate to 

further studies are performed in order to guide the use of testosterone in daily clinical 

practice without fear of inducing prostate cancer. 

 

Keywords: Testosterone. Mice. Prostate câncer. PSA. NMU. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

A importância da testosterona na manutenção da virilidade, força física e 

comportamento masculino já é bem conhecida, desde a antiguidade, assim como a 

sua ausência como fator determinante de baixo vigor físico e sexual (KAUFMAN; 

VERMEULEN, 2005). Seu declínio sérico está associado à diminuição de energia, 

força muscular, função sexual, comportamento depressivo, redução da função 

cognitiva e massa óssea, semelhante ao que acontece com homens jovens 

portadores de hipogonadismo primário (MATSUMOTO, 2002). O desenvolvimento 

da síndrome metabólica composta por obesidade abdominal, resistência periférica a 

insulina, hipertensão arterial e dislipidemia, também interfere na etiologia da 

disfunção sexual erétil presente ao longo do envelhecimento masculino 

(BONACCORSI, 2001; GOOREN, 2010). Nessa etapa, o aumento da sarcopenia, a 

redução da densidade mineral óssea, as doenças cardiovasculares e o diabetes tipo 

II podem estar presentes (YASSIN et al., 2009; TRACZ et al., 2006; SAKUMA; 

YAMAGUCHI, 2012). A combinação de obesidade e diabetes aumenta a prevalência 

de concentrações subnormais de testosterona livre (DHINDSA et al., 2010), que 

pode ser revertido após terapia de reposição hormonal com testosterona, por 

possível diminuição da resistência periférica à insulina (NIGRO; CHRIST-CRAIN, 

2012).    

A reposição de testosterona em homens idosos tem sido associada à 

significante aumento do risco de eventos prostáticos (CALOF et al., 2005; 

FERNÁNDEZ-BALSELLS et al., 2010). A relação danosa entre testosterona e a 

próstata é sustentada desde quando Charles Huggins em 1941, prêmio Nobel em 

Medicina, relatou por meio de evidências empíricas, que o “Câncer da próstata é 

hormônio responsivo”, criando um conceito de que testosterona baixa é protetora 

contra o câncer (HUGGINS apud JANNINI et al., 2011, p. 947).  

Contrário a esse conceito, Shin et al. (2010), Xylinas et al. (2010) e 

Morgentaler (2011) concluíram que a terapia de reposição com testosterona, e a 

normalização dos seus níveis séricos, reduzem o risco de desenvolvimento do 

câncer de próstata, particularmente o de alto risco, sem variar os níveis séricos de 

antígeno prostático específico (PSA).   
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Homens com níveis séricos de PSA entre 2,6 e 4,0 ng/mL tem 22% de chance 

de detectar o câncer na próstata e, com isso reduzir a morbidade e mortalidade 

através de tratamentos mais precoces (CATALONA; SMITH; ORNSTEIN, 1997). 

Não há nenhum ponto de corte com alta sensibilidade e especificidade para 

monitoramento de homens saudáveis em relação ao câncer de próstata, mas sim, 

um contínuo risco em todos os valores de PSA (ABLIN et al., 1970; PAPSIDERO et  

al., 1980; THOMPSON et al., 2005). Por isso, vários modelos animais de indução, 

prevenção, proteção e detecção precoce do câncer da próstata usando a 

testosterona têm sido propostos (BOSLAND; PRINSEN, 1990; TAMANO et al., 1996; 

HOMMA et al., 1997; McCORMICK et al., 1998; BENTEL et al., 1999; RAO et al., 

1999; GRUPTA et al., 2001; GREEN et al., 2001; LIMPENS et al., 2004; TAM; LEAV; 

HO, 2007; RIBEIRO et al., 2008; HARPER et al., 2009; VALKEMBURG; WILLIAMS, 

2011).  

Considerando-se que ainda há receio no uso da testosterona para o 

tratamento da deficiência androgênica no envelhecimento masculino e, são poucos 

os dados experimentais sobre seus efeitos no epitélio prostático e níveis séricos de 

PSA, usando doses semelhantes às usadas em seres humanos, tais questões 

motivaram a realização do presente trabalho. 
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1 REFERENCIAL TEÓRICO  

 

 

1.1 Síntese da testosterona 

 

 

A testosterona é um hormônio derivado do colesterol após clivagem oxidativa 

da cadeia lateral do colesterol por CYP11A, um citocromo mitocondrial  

P450 oxidase, que leva a perda de seis átomos de carbono para 

dar pregnenolona. Na próxima etapa, dois átomos de carbono adicionais são 

removidos pela CYP17A, enzima presente no retículo endoplasmático, para a 

obtenção de uma variedade de esteróides. Além disso, o grupo 3-hidroxilo é oxidado 

pela 3β-hidroxi-esteroide desidrogenase (HSD) para produzir androstenodiona. No 

passo final, o C-17-androstenediona grupo ceto é reduzido em 17β-hidroxiesteróide 

desidrogenase  para produzir testosterona (PENNING, 2010; MIDZAK et al., 2011). 

Após a síntese, a testosterona circula em grande parte ligada a duas 

proteínas do plasma, sendo que 40 a 50% ligada fracamente a albumina, 1 a 3% 

desacoplada, denominada testosterona livre. A soma destas duas é chamada de 

testosterona biodisponível. O restante (50 a 60%) está ligada por alta afinidade à 

globulina ligadora de hormônios sexuais (SHBG) (ARAÚJO et al., 2008; OHLSSON 

et al., 2011). Em média, após os 40 anos de idade, as concentrações séricas de 

SHBG aumentam simultaneamente na proporção de 1 a 2% a por ano, aumentando 

a ligação desta com a testosterona e reduzindo assim a disponibilidade da forma 

livre e ligada a albumina no mesmo percentual (KAUFMAN; VERMEULEN 2005; 

ARAÚJO; BARRON; PIKE, 2013). 

A forma biodisponível atua nas células alvo, e 80% é convertida em um 

hormônio mais ativo, a diidrotestosterona (DHT), pelas enzimas 5-alfa-redutases tipo 

I, expressa na pele e fígado, e tipo II, expressa no trato urogenital e folículos pilosos. 

O restante é aromatizada em estradiol nos tecidos que expressam a aromatase. Os 

outros 20% da DHT circulante são produzidas diretamente por secreção testicular. A 

ação da testosterona é um complexo resultante da disponibilidade, concentração, 

metabolismo local e expressão dos receptores androgênicos e estrogênicos 

(GEORGE; RUSSELL; WILSON, 2010; KAUFMAN; VERMEULEN, 2005; McGRATH; 

http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&ei=X8HHUMbzGYra8ASis4GQBg&hl=pt-BR&prev=/search%3Fq%3Dtestosterone%26hl%3Dpt-BR%26tbo%3Dd%26biw%3D1366%26bih%3D667&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Cholesterol&usg=ALkJrhgfRDLthOSa4RllnZ_uzFI5tO9YNQ
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&ei=X8HHUMbzGYra8ASis4GQBg&hl=pt-BR&prev=/search%3Fq%3Dtestosterone%26hl%3Dpt-BR%26tbo%3Dd%26biw%3D1366%26bih%3D667&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Cholesterol_side-chain_cleavage_enzyme&usg=ALkJrhgDppRTZBSrL8incMuN9y9dZIc5UQ
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&ei=X8HHUMbzGYra8ASis4GQBg&hl=pt-BR&prev=/search%3Fq%3Dtestosterone%26hl%3Dpt-BR%26tbo%3Dd%26biw%3D1366%26bih%3D667&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Mitochondrion&usg=ALkJrhj9l72hvbE7ypCmXq5M7hTQvqncNA
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&ei=X8HHUMbzGYra8ASis4GQBg&hl=pt-BR&prev=/search%3Fq%3Dtestosterone%26hl%3Dpt-BR%26tbo%3Dd%26biw%3D1366%26bih%3D667&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Cytochrome_P450&usg=ALkJrhg3-1n4ZXBXT3wDf5bd11TpuoWHmg
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&ei=X8HHUMbzGYra8ASis4GQBg&hl=pt-BR&prev=/search%3Fq%3Dtestosterone%26hl%3Dpt-BR%26tbo%3Dd%26biw%3D1366%26bih%3D667&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Cytochrome_P450&usg=ALkJrhg3-1n4ZXBXT3wDf5bd11TpuoWHmg
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&ei=X8HHUMbzGYra8ASis4GQBg&hl=pt-BR&prev=/search%3Fq%3Dtestosterone%26hl%3Dpt-BR%26tbo%3Dd%26biw%3D1366%26bih%3D667&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Pregnenolone&usg=ALkJrhjuvtY7d1GQBCf4FQOmkCnsAjxJnQ
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&ei=X8HHUMbzGYra8ASis4GQBg&hl=pt-BR&prev=/search%3Fq%3Dtestosterone%26hl%3Dpt-BR%26tbo%3Dd%26biw%3D1366%26bih%3D667&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/CYP17A1&usg=ALkJrhgQkmzYFp90wHn0McGzm_EtpuzjDA
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&ei=X8HHUMbzGYra8ASis4GQBg&hl=pt-BR&prev=/search%3Fq%3Dtestosterone%26hl%3Dpt-BR%26tbo%3Dd%26biw%3D1366%26bih%3D667&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Endoplasmic_reticulum&usg=ALkJrhjZSmsl07mhTrwSCYQjMNktx3BegA
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&ei=X8HHUMbzGYra8ASis4GQBg&hl=pt-BR&prev=/search%3Fq%3Dtestosterone%26hl%3Dpt-BR%26tbo%3Dd%26biw%3D1366%26bih%3D667&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/3-beta-HSD&usg=ALkJrhi7JkPuIn6keMoMK2F2B0C3hZJ_XQ
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&ei=X8HHUMbzGYra8ASis4GQBg&hl=pt-BR&prev=/search%3Fq%3Dtestosterone%26hl%3Dpt-BR%26tbo%3Dd%26biw%3D1366%26bih%3D667&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Androstenedione&usg=ALkJrhiQtFynmD-1Gjt_JQMMzx0opWEC_Q
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&ei=X8HHUMbzGYra8ASis4GQBg&hl=pt-BR&prev=/search%3Fq%3Dtestosterone%26hl%3Dpt-BR%26tbo%3Dd%26biw%3D1366%26bih%3D667&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/17Beta_Hydroxysteroid_dehydrogenase&usg=ALkJrhinR0bNanM1R5Mr6w_MXe55k2tR_w
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&ei=X8HHUMbzGYra8ASis4GQBg&hl=pt-BR&prev=/search%3Fq%3Dtestosterone%26hl%3Dpt-BR%26tbo%3Dd%26biw%3D1366%26bih%3D667&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/17Beta_Hydroxysteroid_dehydrogenase&usg=ALkJrhinR0bNanM1R5Mr6w_MXe55k2tR_w
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MCROBB; HEATHER, 2008; CORRADI et al., 2009; SAUVER et al., 2011; AZZOUNI 

et al., 2012; TRAISH; MORGENTALER, 2009).  

 

 

1.1.2 Receptor androgênico 

 

 

O receptor de andrógeno (AR) é uma proteína de ligação de alta afinidade 

que medeia a ação da testosterona e DHT na célula e pertence a superfamília dos 

receptores nucleares (NR) (LAVERY; BEVAN, 2011; WILSON, 2010). Para um bom 

desenvolvimento sexual masculino, durante a embriogênese e puberdade, ambos, 

andrógeno e AR, são necessários (BROWN et al., 1989; COLVARD et al., 1989).  

A mutação no gene do AR leva ao desenvolvimento da síndrome de 

insensibilidade aos andrógenos, que é uma doença rara ligada ao cromossoma X, 

associada a uma variedade de fenótipos em indivíduos 46,XY (CORRÊA et al., 

2005; MELO et al, 2005).  

Os mais conhecidos inibidores de AR são os antiandrogênios, usados no 

tratamento do câncer de próstata andrógeno dependente, que combina a inibição 

central do hormônio liberador de gonadotropina (GnRH) e do receptor periférico da 

testosterona (WILSON, 2010).  

Os ARs são codificados por genes com função de biossíntese, ativação, 

inativação e transporte. Inicialmente identificados e descritos em número de quatro: 

o AR que é responsável pelo transporte; o 5-alfa redutase tipo II (SRD5A2) que 

codifica enzimas responsáveis pela conversão da testosterona em DHT;  O CYP17 

que funciona como chave adicional para a esteroidogênese humana em outros sítios 

e o 3β–esteróide desidrogenase (HSD3B2) envolvida na biossintese da testosterona 

e metabolismo da DHT na próstata (HENDERSON; FIEGELSON, 2000).  

 

 

1.1.3 Sítios de ação androgênica 

 

 

A testosterona tem ação direta no estímulo da diferenciação pré-natal e 

desenvolvimento até a puberdade dos testículos, pênis, epidídimo, vesículas 
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seminais e próstata. Nos adultos, estimula a manutenção desses tecidos, inicia e 

mantém a espermatogênese, atua diretamente na libido, ereções noturnas e período 

de recuperação entre os intercursos sexuais. Melhora também o sono, a sensação 

de bem estar e o humor (SHABSIGH, 1997; ISIDORI et al., 2005; MONG et al., 

2011; AMORE et al., 2012). 

 

A testosterona atua também promovendo definição masculina de pêlos, 

produção de secreção sebácea da pele (WEBSTER, 2002), reduz a gordura visceral, 

os níveis de HDL e LDL, a resistência periférica a insulina e como consequência 

reduz os percentuais de gordura corpórea (MAGGIO et al., 2007; AURORA; 

PUNJABI, 2007; BARRETT-CONNOR et al., 2008; BASARIA et al., 2010; 

MURALEEDHARAN; JONES, 2010; SAAD; GOOREN, 2011; MONG et al., 2011; 

DHINDSA et al., 2010). 

A redução da massa corporal gorda é acompanhada de aumento da massa 

magra, força muscular, tamanho das células musculares sem aumentar os seus 

números por estimulo da expressão direta e indireta do IGF-1. Promove o 

fechamento das epífises ósseas, aumentando a densidade mineral e estimulando a 

produção de células ósseas, interferindo diretamente na redução do risco de fraturas 

principalmente de quadril nos homens idosos (BELLIDO et al., 1995, BHASIN et al., 

1996; WANG et al., 2004; SCHAAP et al., 2005; OTTENBACHER et al.,  2006; 

WANG et al., 1996; OTTENBACHER et al., 2006; EMMELT-VONK et al., 2008; 

STANWORTH; JONES, 2008; BASSIL et al., 2009; DILLON et al., 2010;  

SHEFFIELD-MOORE et al., 2011; WINDAHL et al., 2011; SINNESAEL et al., 2011). 

Do ponto de vista hematológico, a testosterona possui ação pró-coagulante 

devido ao aumento da atividade dos receptores de tromboxano A, estimulando a 

tromboxano sintetase como a COX-1 e a COX-2, que são enzimas chaves na 

síntese de prostaglandinas além de modular a produção de óxido nítrico e 

fibrinogênio (WEBB et al., 2008; ARAÚJO et al., 2011; LOPES et al., 2012). 

No fígado, a testosterona parece bloquear a ação da hepcidina, hormônio 

peptídico que regula a homeostase de ferro em seres humanos inibindo o seu 

transporte em toda a mucosa do intestino, impedindo a sua absorção excessiva e 

mantendo níveis normais dentro do corpo. Reduz ainda a síntese de SHBG e 

transferrina (GEBARA et al., 2002; MATSUMOTO, 2002; BACHMAN et al., 2010; 

HILD et al., 2010; SURAMPUDI; WANG; SWERDLOFF, 2012). No rim, estimula a 
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produção da eritropoietina, que na medula óssea, aumenta o número de células 

responsivas, aumentado assim o hematócrito (COVIELLO et al., 2008).  

Na hemodinâmica, a ação androgênica reduz o débito cardíaco, o pico da 

pressão sistólica, a fração de ejeção e o consumo de oxigênio pelo miocárdio, fato 

este atribuído ao aumento da atividade da miosina ATP-ase 8, e a vasodilatação 

coronariana (GEBARA et al., 2002; SAAD et al., 2012; GRAHAM et al., 2006). 

 

1.2 Deficiência androgênica 

 

 

Existem criticas quanto ao termo “andropausa”, quando se refere ao 

envelhecimento masculino, pois não há parada na produção dos hormônios sexuais, 

mas sim um declínio na produção com o decorrer da idade. Assim a deficiência 

androgênica é também referida como DAEM (deficiência androgênica do 

envelhecimento masculino), que inclui a diminuição de outros hormônios como o do 

crescimento (GH), fator de crescimento similar a insulina (IGF-1), 

desidroepiandrosterona (DHEA) e melatonina. (MATSUMOTO, 1993; SWERDLOFF; 

WANG, 1993; MATSUMOTO, 2002; STANWORTH; JONES, 2008; SERRA et al., 

2011). 

O diagnóstico clínico de deficiência androgênica deve ser feito com base nos 

sintomas típicos, como diminuição da função erétil e da libido, do humor, da massa 

magra, da força muscular, da densidade mineral óssea, além de aumento da massa 

gorda na presença e declínio do nível sérico da testosterona (NIGRO; CHRIST-

CRAIN, 2012).   

O declínio da testosterona varia de 0,4 a 2,6% por ano com elevação 

progressiva da SHBG, iniciando de forma gradual e progressiva após a terceira 

década de vida, podendo resultar em um homem de 60 anos, uma perda de 20% e 

de 50% em homens com mais de 80 anos (ARAÚJO et al., 2011). A diminuição 

ocorre pela deficiência testicular, baixa produção da secreção hipotalâmica do GnRH 

e redução hipofisária do hormônio luteinizante (LH)  (MATSUMOTO, 2002; ZIRKIN; 

TENOVER, 2012). 

Os valores séricos de testosterona total são estabelecidos em diretrizes, 

sendo que a maioria aceita como valor normal acima de 300 ng/dl. Valores abaixo 
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de 200 ng/dL são considerados hipogonádicos e acima de 400 ng/dL dificilmente o 

são (ROY et al., 2002; TRAISH; GOLDSTEINC; KIMB, 2007).   

Os homens hipogonadicos de início tardio têm sido associados a fatores de 

risco cardiovascular, síndrome metabólica, diabetes mellitus tipo 2, aumento de 

biomarcadores inflamatórios, dislipidemia, obesidade abdominal, os quais podem 

aumentar o risco de morte prematura por disfunção endotelial e aterosclerose 

(WOLIN et al., 2007; HAWKINS et al., 2008; MAGGIO; BASARIA, 2009; SÁ et al., 

2009; GUNGOR et al., 2010; ARAÚJO; DIXON; SUAREZ, 2011; KIM et al., 2011; 

SAAD et al., 2012).  

Em artigo de revisão, Miner e Seftel (2010) encontraram relação entre doença 

endotelial coronariana, disfunção erétil e hipogonadismo. Porém, a relação entre 

disfunção sexual erétil e níveis baixos de testosterona não é bem definida, havendo 

uma relação estreita entre obesidade, síndrome metabólica e disfunção sexual como 

causa e efeito indireto. Esta relação melhora em homens que fizeram reposição 

hormonal com testosterona (MAGGIO; BASARIA, 2009; MARBERGER; WILSON; 

RITTMASTER, 2010). 

 

 

1.3 Reposição de testosterona 

 

 

O tratamento de reposição da testosterona (TRT) pode ser feita por meio de 4 

vias de administração: oral, injetável, transdérmica e transmucosa. As formas de 

apresentação diferem em vários aspectos como segurança, liberação adequada da 

substância ativa, aplicação fácil, intervalo entre as doses, aspecto econômico, 

privacidade e contra indicações (BORST; MULLIGAN, 2007; KENNY et al., 2010) 

(Quadro 1).  

As contra-indicações absolutas para a TRT são poucas: a presença de câncer 

de próstata não tratado com objetivo de cura, o câncer de mama em homens e o 

prolactinoma. As contra-indicações relativas para a TRT são para portadores de 

Síndrome de apneia do sono, hiperplasia prostática com sintomas severos e 

passado de doenças tromboembólicas (BORST; MULLIGAN, 2007; BASSIL; 

ALKAADE; MORLEY, 2009; MORGENTALER, 2011; CALOF et al., 2005).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gungor%20O%5Bauth%5D
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As principais formas de apresentação para o TRT com suas vias de 

administração, vantagens e desvantagens são apresentadas na Tabela 1. 

 

Formulação Administração Vantagens Desvantagens 

Undecanoato 
de testosterona 

Oral 120-160 mg a 
cada  6h 

Absorção através do 
sistema linfático, com 

redução do envolvimento 
hepático (mecanismo de 

primeira passagem). 
Administração cômoda. 

Variações supra e 
subfisiológicas nos 

níveis e 
testosterona. 

Necessidade de 
várias doses 
diárias com 
consumo de 

comida gordurosa 

Cipionato de 
testosterona 

Intramuscular 50-
400 mg, injeção a 
cada 2-3 semanas 

Preparação de curta ação 
que permite a sua retirada 

em caso de efeitos 
adversos. Baixo custo. 

Possível flutuação 
dos níveis de 

testosterona, dor 
local e consultas 

freqüentes 

Enantato de 
testosterona 

Intramuscular 50-
400 mg, injeção a 
cada 2-3 semanas 

Preparação de curta ação 
que permite a sua retirada 

em caso de efeitos 
adversos. Baixo custo. 

Possível flutuação 
dos níveis de 

testosterona, dor 
local e consultas 

freqüentes 

Proprionato de 
testosterona 

Intramuscular 25 a 
50 mg de 2 a 3x por 

semana 

Preparação de curta ação 
que permite a sua retirada 

em caso de efeitos 
adversos. Baixo custo 

Possível flutuação 
dos níveis de 

testosterona, dor 
local e consultas 

freqüentes 

Undecilato de 
testostrona 

Intramuscular 1.000 
mg, injeção a cada 

10-14 semanas 

Estabilização dos níveis 
de testosterona sem 

flutuação. Longa duração. 

Preparação de 
longa ação, não 
pode ser retirado 

em casos de 
efeitos adversos 

Testosterona 
transdérmica 

(não 
modificada) 

Gel ou adesivos de 
pele com 2,5-5 mg, 

aplicação diária 

Estabilização dos níveis 
de testosterona sem 

flutuações. Reproduz o 
ciclo circadiano 

Irritação da pele no 
local de aplicação 

e risco de 
transferência 
interpessoal 

Testosterona 
sublingual (não 

modificada) 

Sublingual, doses 
diárias 

Rápida absorção e 
obtenção de níveis 

fisiológicos 

Irritação local 
sublingual 

Testosterona 
bucal (não 
modificada) 

Tablete bucal; 2 
doses por dia 

Rápida absorção e 
obtenção de níveis 

fisiológicos 

Irritação e dor no 
local da aplicação 

Bucilato de 
testosterona 

Depósitos ou 
implantes 

subcutâneos – a 
cada 5 ou 7 meses 

Longa duração e 
constantes níveis séricos 

de testosterona 

Risco de infecção e 
extrusão dos 

implantes 

Tabela 1 - Usos da testosterona: formulação, administração, vantagens e desvantagens 
Adaptado de: Dohle (2012); Soares e Rhoden (2010) 
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1.3.1 Esteróides andrógenos e anabolizantes 

 

 

Os esteróides andrógenos e anabolizantes (EAA) são uma família de 

hormônios que inclui a testosterona natural, e numerosos análogos sintéticos. 

Embora sem uma dissociação completa, foram atribuídos à testosterona, os efeitos 

designados como androgênicos e/ou anabólicos, nos respectivos tecidos-alvo. Os 

efeitos androgênicos são responsáveis pelo desenvolvimento do trato reprodutivo 

masculino e das características sexuais secundárias, assim como a manutenção da 

função reprodutiva e comportamento sexual (CHRISTIANSEN, 2001, AARON et al., 

2010). Os efeitos anabólicos se referem ao estímulo da fixação do nitrogênio, 

causando um balanço nitrogenado positivo, por aumentar a síntese protéica em 

diversos tecidos, principalmente, volume e força muscular (KICMAN, 2008; 

KANAYAMA et al., 2010). 

A molécula da testosterona sozinha não é eficiente quando injetada ou 

tomada oralmente, pois é muito susceptível a inativação rápida pelo fígado. 

Consequentemente, a estrutura química da testosterona teve que ser modificada 

para contornar esse problema. A molécula da testosterona foi alquilada na posição 

17α para formar esteróides anabólicos orais (retardando o catabolismo hepático), e 

esterificada na posição 17β para formar esteróides anabólicos, injetáveis, mais 

lipofílicos que a testosterona. O derivado 17β é suspenso em óleo, o que permite 

maior tempo de concentração no corpo humano e mais recentemente foram 

desenvolvidos adesivos transdérmicos e sprays nasais, aumentando as opções 

legais e ilegais de uso do hormônio (KICMAN, 2008).   

Usados de forma lícita, o efeito anabólico tem indicação na caquexia, estados 

de desnutrição severa, fases terminais de câncer, na perda muscular do idoso, na 

cicatrização de feridas, pós-operatório, algumas hepatites ligadas a estados de 

desnutrição, desordens pulmonares e queimaduras graves.  Atua diretamente na 

expressão de ARs, aumentando o metabolismo intracelular, nos receptores de 

glicocorticoides, como efeito anti-catabólico, na redução da ansiedade e melhorando 

o perfil cognitivo (FRYE; SELIGA, 2001; BASARIA; WAHLSTROM; DOBS, 2001; 

GULLETT; HEBBAR; ZIEGLER, 2010; KICMAN, 2008).  
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O uso ilícito se faz pelos jovens que desejam melhorar rapidamente a 

aparência física ou atletas que querem atingir alta performance (AMERICAN 

COLLEGE OF SPORTS MEDICINE, 1978; LIPPI; FRANCHINI; GUIDI, 2008; 

HUSAK; IRSCHICK, 2009; DODGE; HOAGLAND, 2011). Para esse fim, a utilização 

dos esteróides anabolizantes foi inicialmente referida em levantadores de peso e 

outros atletas de força, nos anos 50, com objetivo de ganho de força e massa 

muscular, aliado à perda de gordura corpórea. Hoje tal prática é considerada como 

uma espécie de trapaça ou dopagem (KANAYAMA et al., 2010; KANAYAMA; 

HUDSON;  POPE JR, 2010).   

O doping é definido pelo Comitê Olímpico Internacional (COI), como:  

Uso de uma substância (ou expediente ou método), que é potencialmente 
prejudicial para a saúde dos atletas e/ou capazes de aumentar o seu 
desempenho, ou a presença no organismo dos atletas de uma substância 
proibida ou evidência do seu uso ou evidência do uso de um método 
proibido.  (ROGOL, 2010, p.2).  
 

O uso cada vez mais precoce para esse fim tem acontecido nos últimos anos 

pelos jovens adolescentes e escolares, de ambos os sexos, sendo considerado um 

problema de saúde pública em alguns países pela associação a potenciais riscos 

cardíacos, hepáticos, imunológicos, endócrinos, tegumentares e psicológicos 

podendo levar até a síndrome de dependência (NIEMINEN et al., 1996; NILSSON et 

al., 2001; URHAUSEN; ALBERS; KINDERMANN, 2003; PAYNE; KOTWINSKI; 

MONTGOMERY, 2004; TAHTAMOUNI et al., 2008; FONTANA et al., 2008; 

SAMAHA, 2008; KANAYAMA et al., 2009; BISPO et al., 2009; KANAYAMA et al., 

2010; BAGGINSH et al., 2010; ROTHMAN et al., 2011; HARMER, 2010; 

FAIGENBAUM et al., 1998; HARDT et al., 2012). A esses riscos se somam os 

efeitos adversos indesejáveis como fechamento prematuro das epífises ósseas nos 

jovens, atrofia da mama nas mulheres, ginecomastia nos homens, aumento da libido 

de difícil controle, aumento da agressão, irritabilidade, perfil destrutivo, depressão 

severa, potencial suicida, colestase, peliose e tumores hepáticos, supressão 

gonadal, atrofia testicular, amenorréia, esterilidade, hipertrofia do clitóris, acne e 

infecções severas no local da injeção da droga com possibilidade de intensa miolise 

(MARTIN; DAYYEH; CHUNG, 2008; KICMAN, 2008; FARKASH; SHABSHIN; 

PERRY, 2009; LAKSHMAN et al., 2010). 
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1.4 Testosterona e próstata 

 

 

1.4.1 Hiperplasia benigna e câncer da próstata  

 

 

Hipertrofia benigna da próstata (HBP) é o crescimento excessivo do epitélio e 

tecido fibromuscular da zona de transição e região periuretral. A patogênese da HBP 

é incerta, mas múltiplas teorias têm sido propostas, como a influência hereditária e 

interferência de andrógenos (KIM et al., 2011; BALK SP; KNUDSEN, 2008).  

São inequívocas, as evidencias de que a testosterona pode estimular o 

crescimento e agravar sintomas no homem com câncer de próstata localmente 

avançado ou metastático e que o tecido prostático é testosterona sensível 

(MOSTAGHEL; MONTGOMERY; NELSON, 2009; PIERORAZIO et al., 2010). Mas 

não há nenhuma evidência conclusiva de que terapia com testosterona aumenta o 

risco de desenvolver o câncer de próstata, hiperplasia prostática ou mesmo de 

conversão de um câncer de próstata subclínico em clinicamente detectável (DANBY, 

2008; JANNINI et al., 2011; GUPTA et al., 2001; HARPER et al., 2009). 

Estudos clínicos com pacientes portadores de câncer de próstata metastático 

resistente a castração, concluíram que altas doses de testosterona exógena podem 

ser administradas com segurança, atribuindo que progressão da doença estaria 

ligada a hiperexpressão de ARs e a fatores genéticos (SZMULEWITZ et al., 2009, 

BRUM; SPRITZER; BRENTANI, 2005; MORRIS et al., 2009; BOSLAND; 

MAHMOUD, 2011; BRUM; SPRITZER; BRENTANI, 2005). 

A relação entre testosterona e câncer de próstata vem despertando grande 

interesse. Shin et al. (2010), em estudo de meta análise,  concluíram que homens 

que possuem testosterona e IGF-1 cerca de 20% acima do valor de referência tem 

duas vezes mais chance de desenvolver câncer de próstata. Baixos níveis de 

testosterona elevam os níveis de LDL circulante que por sua vez é um indutor forte 

de proliferação e migração celular do câncer de próstata andrógeno independente 

(SEKINE et al., 2010). Agalliu et al. (2008) investigaram a relação entre uso de 

estatinas e o câncer de próstata, e constataram uma redução do risco relativo de ter 

câncer de próstata nos pacientes obesos que faziam uso de estatina. Solomon e 

Freeman (2011) concluíram que o colesterol é um fator de risco provável para 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bosland%20MC%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mahmoud%20AM%5Bauth%5D
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câncer de próstata agressivo e Dillard, Lin, Khan (2008) e Mostaghel et al. (2012) 

que câncer de próstata hormônio independente sintetizam altos níveis de colesterol. 

Em contraponto as estatinas inibem a atividade de vários elementos 

reguladores celulares, bloqueando a síntese de colesterol, mas também afetam 

mecanismos reguladores da apoptose, proliferação celular, migração celular, e a 

resposta inflamatória, não havendo com isso critérios para prevenção do câncer de 

próstata nos homens hipogonádicos usando as estatinas (FOWKE et al., 2011; 

GREEN et al., 2001; NICHOLSON; RICKE, 2011).  

A associação de baixos níveis de testosterona e altos níveis de colesterol, 

elevação da glicemia, aumento da resistência periférica a insulina, configurando 

síndrome metabólica, tem implicações fundamentais para a determinação do risco 

de câncer de próstata (CHU; FREEDLAND, 2001). 

Outros estudos, porém, têm demonstrado que o risco de desenvolver câncer 

de próstata aumenta em homens com baixo nível de testosterona, pior prognóstico e 

alto grau de diferenciação e/ou estágio mais avançado. Uma possível explicação é 

que baixos níveis de testosterona não ativam os elementos para resposta de 

andrógenos promotores de PSA. Homens com baixos níveis de testosterona teriam 

maior período de latência antes do diagnóstico, porque seu PSA subiria mais 

lentamente (BOSLAND, 2006; EUFRÁSIO et al., 2010; RAMASAMY; 

FISHER; SCHLEGEL, 2012). 

 

 

1.4.2 PSA  

 

 

O Antígeno prostático específico (PSA) é uma glicoproteina, kalicreina 

humana tipo três (hKLK3) de peso molecular igual a 34kd,  produzida pelas células 

alveolares e do epitélio ductal da próstata, não sendo encontrado em qualquer outro 

tecido, tem meia vida sérica de dois a três dias. Não é encontrada em nenhum outro 

tecido. Cerca de 10% encontra-se na forma livre e 90% ligado a inibidores de 

protease como  a  alfa1-antiquimiotripsina (ACT-PSA). O PSA total representa a 

soma das duas formas. Encontra-se elevado na hipertrofia prostática benigna (HBP), 

na prostatite aguda ou crônica, no infarto da próstata e no adenocarcinoma de 

próstata (DIAMANDIS, 1995; KUMAR et al., 2000; YOUSEF et al., 2005; ALLARD et 
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al., 2010; KIM et al., 2011; CARTER et al., 1993; LIU et al., 2012; PAPSIDERO et al., 

1980).  

É amplamente utilizado na triagem, diagnóstico, estadiamento e 

monitoramento de pacientes com câncer da próstata (CATALONA; SMITH; 

ORNSTEIN, 1997; HINEV; ANAKIEVSKI; HADJIEV, 2012; SMITH; BIRTWHISTLE, 

2012). Tem relação inversa em homens com obesidade central e circunferência 

abdominal aumentada, elevado índice de massa corpórea sugerindo relação direta 

entre hipogonadismo, alto volume plasmático, hemodiluição e baixo PSA, 

dificultando assim o diagnóstico do câncer da próstata nos estágios iniciais (BAÑEZ 

et al., 2007; WERNY et al., 2007; PRICE et al., 2008;  LOEB et al., 2009). 

A fase inicial a detecção do câncer da próstata quando ainda não é 

perceptível pelo toque retal é PSA dependente, no entanto, valores entre 2 e 10 

ng/mL ainda induzem a realização de biópsias desnecessárias (THOMPSON et al., 

2011; SFOUNGARISTOS; PERIMENIS, 2012; CATALONA et al., 2011; KIM et al., 

2011). Homens em uso de antiflamatórios não hormonais, estatinas e diuréticos 

tiazídicos têm os níveis de PSA reduzidos diminuindo em 10% a chance de 

diagnosticar o câncer de próstata no estagio inicial. Entre os usuários de aspirina, a 

redução dos níveis de PSA foi significativamente maior (SINGER; PALAPATTU; 

WIJNGAARDEN, 2008, FOWKE et al., 2009; CHANG; HARSHMAN; PRESTI JR, 

2010). 

Dos trabalhos iniciais de Huggins (1944) até os contrapontos de Morgentaler 

(2011), há uma relação controversa entre o declínio hormonal do envelhecimento 

masculino, doenças da próstata, reposição hormonal, níveis de testosterona e PSA 

(MATSUMOTO, 2002, SOARES; RHODEN, 2010; JANNINI et al. 2011; NIGRO; 

CRHIST-CRAIN, 2012).  

 

 

 

1.5 Modelos de carcinogênese na próstata 

 

 

Dos modelos animais, os cães são os únicos a mostrar neoplasia intra-

epitelial (NIP) de alto grau e desenvolver câncer de próstata com alta frequência. Por 

outro lado, os ratos representam uma das poucas espécies que desenvolvem câncer 
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de próstata espontaneamente (LUCIA et al,, 1998; JEET, RUSSELL; KHATRI, 

2010). O desenvolvimento do câncer da próstata espontâneo é um evento 

relativamente raro na maioria dos modelos de roedores conhecidos. Como esta é 

uma doença relacionada ao envelhecimento, é especulado que a expectativa de vida 

desses animais experimentais pode ser demasiada curta para a instalação efetiva e 

evolução deste tipo de doença (LUCIA et al,, 1998; HOMMA et al., 1997). 

 

Dentre os modelos animais mais usados para desenvolvimento do câncer de 

próstata, destacam-se o de envelhecimento induzido pelo desequilíbrio de 

andrógenos e estrógenos, o transgênico, o transplante de linhagens celulares 

tumorais, o estresse oxidativo, a peroxidação lipídica, e o induzido por drogas  

carcinogênicas como a N-Metil-N-Nitrosoureia (HOKAIWADO et al., 2008; TABOGA; 

VILAMAIOR; GÓES, 2009; ÖZTEN et al., 2010).   

 

A combinação de N-Metil-N-Nitrosoureia (MNU) e testosterona é uma 

ferramenta valiosa para indução de carcinogênese da próstata em roedores, como 

tratamentos de curto prazo. O MNU é um agente de metilação, de ação direta, que 

reage com macromoléculas celulares, incluindo proteínas e DNA, causando a 

elevação de O6-metilguanina DNA metiltransferase, expressão de receptor do fator 

de crescimento epidérmico (EGFR) e a expressão de receptor tirosina quinase. Na 

próstata, modelos de roedores tratados com MNU e androgênio constituem 

sistemas, anatomicamente e fisiologicamente, relevantes para a avaliação de 

substâncias que são hipoteticamente inibidoras ou indutoras da carcinogênese na 

próstata humana (BOSLAND; PRINSEN, 1990; TOMITA; HOSAKA; ASO, 1990; 

TAMANO et al., 1996; BOILEAU et al., 2003; SONG; CORNELIUS; DANIELPOUR, 

2003; LIMPENS et al., 2004;  BOILEAU et al., 2003; NARAYANAN et al., 2007; 

McCORMICK et al., 1998; BANUDEVI et al., 2011). 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Geral  

 

 

Analisar se duas formas distintas de testosterona associada a um indutor de 

carcinogenese em curto período, podem alterar a produção de PSA e/ou o epitelio 

da próstata de ratos Wistar jovens saudáveis. 

 

 

2.2 Específicos 

 

 

 Avaliar a dosagem sérica do PSA;  

 Realizar a análise histopatológica da próstata.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ), sob protocolo CEA/005/2010. 

 

 

3.1 Animais e distribuição dos grupos 

 

 

Foram utilizados 80 ratos machos, Wistar com idade média de oito semanas, 

pesando entre 130 e 150g provenientes do Biotério Central da UFMA. Os animais 

receberam água potável e ração padrão (Purina® Labina), ad libitum, permanecendo 

em condições ambientes de temperatura de 22ºC, umidade relativa média de 55% e 

exaustão contínua, obedecendo o ciclo de claro e escuro na proporção de 12 horas 

claro e 12 horas escuro, além de faixa auditiva média de 40dB.  Permaneceram por 

sete dias em período de adaptação ao Laboratório de Pesquisa de Imuno Fisiologia 

da UFMA, antes do inicio do estudo.   

Os animais foram distribuídos aleatoriamente em dois grupos de 40 ratos 

cada, segundo a administração de N-Methil-N-Nitrosoureia: 

 grupo NMU - ratos que receberam dose única de 30mg/kg NMU, via 

intraperitoneal 

 grupo Controle (C), ratos que receberam solução salina pela mesma 

via.  

Cada grande grupo foi subdividido em 4 subgrupos de 10 animais cada, de 

acordo com os diferentes regimes de administração de testosterona, iniciando no 

sétimo dia após aplicação do NMU. Os subgrupos foram organizados da seguinte 

forma:  

 Grupo CP7: Ratos submetidos à dose de 3,3 mg/kg de cipionato de 

testosterona (CP), via intramuscular, na face posterior da coxa 

esquerda, a cada 7 dias, durante 16 semanas; 

 Grupo CP14: Ratos submetidos à dose de 3,3 mg/kg de cipionato de 

testosterona (CP), via intramuscular, na face posterior da coxa 

esquerda, a cada 14 dias, durante 16 semanas; 
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 Grupo UT: ratos submetidos à dose de 2,6 mg/kg de undecanoato de 

testosterona (UT), via oral, diária, durante 16 semanas, por meio de 

gavagem com cânula de metal de 3 mm de diâmetro, ligada a seringa 

de 1 mL. 

 Grupos Óleo: ratos submetidos à dose de 0,5 mL de óleo mineral 

(OM), via oral, diária, durante 16 semanas, por meio de gavagem com 

cânula de metal de 3 mm de diâmetro, ligada a seringa de 1 mL. 

  

Tabela 2- Distribuição dos grupos experimentais 

Grupos Subgrupos 

TNMU 

NMUCT7 
NMUCT14 

NMUUT 
NMUÓleo 

T 

CT7 
CT14 

UT 
Óleo 

TNMU = Testosterona + N-Metil-N-Nitrosureia; NMU: N-
Metil-N-Nitrosureia; C = Cipionato de Testosterona; U = 
Undecanoato de testosterona.  

 

          Ao longo do estudo os animais foram pesados semanalmente 

 

3.2 Material farmacológico 

 

 

A NMU (Sigma ®, St. Louis, MO, USA) tem apresentação em frascos 

contendo 100 mg da droga. Foi realizada diluição com 100 mL de solução-tampão.  

O preparado de testosterona injetável utilizado foi o cipionato de testosterona 

(DEPOSTERON®, NOVAQUIMICA), que é uma solução de administração 

intramuscular. Cada ampola contém: cipionato de testosterona 200mg em veículo 

oleoso q.s.p. 2mL.  
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N-Metil-N-Nitrosureia 

 

O NMU é um composto orgânico cuja fórmula é C2H5N3O2. Tem aparência 

sólida, é solúvel em água, e seu ponto de fusão está entre 119º a 123º. É estável, 

inflamável, incompatível com agentes oxidantes fortes, bases fortes, ácidos fortes, 

metais, aminas, alcoóis e peróxidos, por exemplo: permanganatos de potássio, 

carbonatos, fosfatos solúveis e hidróxidos. A exposição aguda de seres humanos ao 

NMU pode resultar em irritação da pele e olhos, cefaléia, náuseas e vômitos. Este 

agente cancerígeno, é usado de forma a induzir tumores em vários ensaios 

experimentais em modelos animais (BOSLAND; PRINSEN, 1990). 

 

O preparado de testosterona para administração via oral utilizado foi o 

undecanoato de testosterona (ANDROXON®, ORGANON). A apresentação do ANDROXON® é 

na forma de cápsulas contendo solução com 40mg de undecanoato de testosterona com líquido 

aquoso de 0,2mL. Na preparação, ocorre a diluição de cinco cápsulas (200mg) em 100 mL de óleo 

mineral obtendo uma solução de 2mg/mL. 

           Undecanato de testosterona 

 

O undecanoato de testosterona (UT) é uma testosterona esterificada na 

posição-17β com uma cadeia lateral alifática longa, ácido undecanóico, dissolvido 

em óleo e encapsuladas em gelatina-mole. Dos 40mg, 63% (25mg) são 

testosterona. Após a ingestão, cerca de 5% é absorvida a partir do trato 

gastrointestinal através da veia porta para o ducto torácico. Devido à sua cadeia 

alifática, é transportado com lipídios na linfa e atinge a circulação geral através da 

veia subclávia, evitando assim uma primeira passagem através do fígado e 

subsequente metabolismo (YASSIN; HAFFEJEE, 2007). 

 

           Cipionato de testosterona  

 

É conhecida por promover rápido ganho de força e massa muscular. 

Altamente androgênica apresenta boas propriedades anabólicas. Aromatiza 

facilmente, sendo provavelmente a maior responsável pelas ginecomastias em 

fisioculturistas. É uma solução injetável para uso intramuscular de base oleosa 
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Permite assim, a liberação lenta da testosterona, e a base de éster, permite rápida 

liberação de testosterona livre na circulação (YASSIN; HAFFEJEE, 2007).   

 

O óleo mineral (ADV®) tinha apresentação de 100 mL por frasco. 

  

 

3.3 Procedimentos 

 

 

3.3.1 Coleta de sangue e dosagem de PSA 

 

 

Foram realizadas três coletas de sangue com intervalo de oito semanas cada, 

sendo a primeira antes da administração do NMU. 

Os animais foram anestesiados com cloridrato de quetamina (KETALAR® 

50mg/mL na dose de 75 a 100mg/Kg) e cloridrato de xilasina (ROMPUM® 20mg/mL 

na dose de 10mg/Kg) aplicadas via intraperitoneal. Em seguida foi realizada punção 

do plexo retro orbitário com pipeta de vidro do tipo Pasteur lavada com 

anticoagulante EDTA (ácido etilenodiamino tetra-acético) e retirada média de 2,0mL 

de sangue (Figura 1).  

Após as 16 semanas de administração das drogas, retirada da ração e água 

seis horas antes, sedação dos animais e última coleta de sangue retro orbitária, os 

animais foram sacrificados com dose letal de cloridrato de quetamina (KETALAR® 

50mg/mL, na dose média de 150mg/Kg) e cloridrato de xilasina (ROMPUM® 

20mg/mL na dose média de 20mg/Kg) aplicadas por via  intraperitoneal.  

As dosagens do PSA total foram efetuadas em equipamento automatizado 

Elecsys (Roche), por método de eletroquimioluminescência, utilizando kit comercial 

(Elecsys total PSA immunoassay, Roche, Alemanha) e técnica de sandwich, descrita 

abaixo:     

 1ª incubação usando 20µL da amostra mais um anticorpo monoclonal 

biotínico específico anti-PSA e um anticorpo monoclonal específico 

anti-PSA marcado com complexo de rutérioª que reagem entre si e 

formam um complexo sandwich.  
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 2ª incubação é feita após a incorporação das micro partículas 

revestidas de estreptavidina. O complexo formado liga-se à fase sólida 

pela interação de biotina e da estreptavidina.  

A mistura da reação é aspirada para a célula de leitura, onde as micro 

partículas são fixadas magneticamente à superfície do eletrodo. Os elementos não 

ligados são então removidos com ProCell. A aplicação de uma corrente elétrica ao 

eletrodo induz uma emissão quimioluminecente que é medica por um 

fotomultiplicador. 

Os resultados foram determinados com base numa curva de calibração 

gerada especificamente pelo analisador, através de uma calibração de dois pontos e 

uma curva principal induzida no código de barras do reagente.  

Este ensaio de eletroquimioluminescencia (ECLIA) foi concebido para ser 

analisado por analisadores de imunoensaios Elecsys 2010 COBAS e 411, seguindo 

um orientador de coleta e preparação das amostras de sangue. Os valores inferiores 

ao limite de detecção são indicados como <0,002ng/mL. 

 

 

3.3.2 Coleta da próstata, processamento e parâmetros de avaliação 

 

 

Após a morte, cada animal foi posicionado em decúbito dorsal, imobilizado em 

prancha de madeira com fixação dos membros anteriores, posteriores e da cauda.  

Realizou-se depilação da região ventral superior do abdome de 16,0cm², anti-

sepsia da região abdominal com povinilpirrolidona-iodo (Polividine tópico®) e 

colocação de campo fenestrado estéril sobre o animal, delimitando a área cirúrgica 

(Figura 2).  

Procedeu-se laparotomia mediana longitudinal a partir de 1 cm abaixo do 

processo xifóide, estendendo-se por 3 cm caudalmente; realizou-se a diérese da 

pele e da tela celular subcutânea com bisturi de lâmina nº 15 e do plano músculo-

aponeurótico e peritônio com tesoura; foi realizada revisão da hemostasia da parede 

abdominal e, em seguida, o exame de todo o sítio do aparelho geniturinário, com 

exposição, identificação e exteriorização da próstata, seguida pela retirada da peça 

cirúrgica (Figura 3, 4 e 5). A síntese da parede abdominal se deu em dois planos, 
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com fio de nylon 5-0 (MONONYLON®, ETHICON) em sutura contínua acometendo o 

plano músculo-aponeurótico e a pele. 

As peças foram fixadas em formol a 10% e levadas ao Laboratório de 

Anatomia Patológica da Universidade Estadual do Maranhão (UEMA) onde ocorreu 

o preparo das lâminas. Procedeu-se à retirada de fragmentos da próstata, os quais 

foram submetidos à desidratação em concentrações crescentes de álcool etílico, 

70%, 80%, 90%, 95% e absoluto, seguida de diafanização em xilol e inclusão em 

parafina. Cortes com espessura de 5µm foram realizados com micrótomo e 

colocados em lâminas, para posterior coloração em hematoxilina e eosina (HE). 

Para a avaliação histológica, foi realizada a digitalização das imagens, com o 

auxilio do programa Leica Application Suite, e análise das lâminas por um único 

profissional experiente.  

Os achados histológicos epiteliais encontrados foram agrupados em três 

grandes grupos para melhor análise estatística segundo os parâmetros abaixo: 1- 

Nada observado, 2- Redução do epitélio e 3- Redução da altura do epitélio.  

Os parâmetros histológicos dos ácinos prostáticos analisados foram: 

avaliação das projeções do epitélio acinar segundo classes: projeções normais, 

reduzidas (redução leve, moderada ou severa) ou aumentadas; presença ou 

ausência de secreção acumulada; presença ou ausência de processo inflamatório; e 

presença ou ausência de congestão vascular.  

 

 

3.4 Análise estatística 

 

 

Os dados foram analisados com auxilio do programa BioEstat 5.3, utilizando 

como teste estatístico entre os grupos: Mann-Whitney para saber se a população do 

grupo da NMU tendeu a ter valores maiores do que a população que não foi usado o 

NMU ou se elas tiveram a mesma mediana. O nível de significância para se rejeitar a 

hipótese de nulidade foi de 5%, ou seja, considerou-se como estatisticamente 

significante um valor de p<0,05. Para comparar os subgrupos entre si, foi utilizado 

um teste não paramétrico de Kruskal-Wallis considerando também como 

estatisticamente significante um valor de p<0,05. E para análise de rejeição da 
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hipótese ou hipótese nula foi usado o teste t de Student ou somente teste t que 

segue uma distribuição normal.  

 

Figura 1 – Coleta de sangue pelo plexo do rato 
Wistar  retroorbitário com pipeta de Pasteur 

 

 

 

 

Figura 2 – Laparotomia mediana e exposição do 
aparelho gênito urinário do rato Wistar. 

 

 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Distribui%C3%A7%C3%A3o_normal
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Figura 3 – Exposição do testículo e próstata do rato Wistar 
 

 

Figura 4 – Exposição das vesículas seminais próstata e 
bexiga do rato Wistar 

 

 

Figura 5 – Peça cirúrgica retirada do rato composta por 
testículos, epidídimos, ductos deferentes, próstata, 
vesículas seminais, bexiga e coto uretral peniano 
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4 RESULTADOS 

 

4.1. Peso corporal 

 

Os animais foram pesados semanalmente. Os animais do grupo TNM 

perderam peso exceto os do subgrupo TNM14. Quanto aos ratos do grupo T, todos 

os subgrupos ganharam peso exceto o subrupo T7. Quando submetidos a análise 

estatística, esta não mostrou diferença significativa.   

 

 

Gráfico 1 – Análise comparativa das médias dos pesos nos subgrupos do grupo 
TNMU. T unilateral p = 0,2538  

 

 

Gráfico 2 – Análise comparativa das médias dos pesos nos subgrupos do grupo T. T 
unilateral p = 0,0653 
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4.2 Análise da próstata  

  

Após 16 semanas de tratamento, não foi evidenciada alteração glandular do 

tipo tumor ou inflamação. As características epiteliais encontradas nos dois grandes 

grupos, que diferiram quanto ao uso de NMU, não foram significativas. Esses 

resultados foram quantificados de acordo com a aparência do epitélio e estão 

apresentados na  Tabela 3. 

 

Tabela 3 - Análise das alterações epiteliais encontradas nos grupos tratados com 
NMU + Testosterona ou somente testosterona 

 

Características epiteliais Grupo TNMU Grupo T TOTAL 

Epitélio normal (NO)* 21 14 35 

Redução do epitélio** 5 10 15 

Redução da altura do epitélio 10 9 19 

TOTAL 36 33 69 

N = 69 Mann-Whitney: p-valor unilateral = 0,2105 e p-valor bilateral = 0,4209 

* Figura 6  ** Figuras 7, 8 e 9 
 
Essas características epiteliais podem ser observadas nas figuras abaixo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6 – Epitélio dos ácinos prostáticos normal        Figura 7 – Redução do epitélio dos ácinos 
prostáticos 
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        Figura 8 – Redução moderada da projeção do epitélio dos ácinos  

                          prostáticos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                               Figura 9 – Redução severa da projeção do epitélio dos 
                                                 ácinos prostáticos 

 

 

Em relação à análise histopatológica dos ácinos prostáticos, ficou evidenciada 

maior presença de secreção e congestão, sem indícios de aumento dos critérios 

histológicos de inflamação, como a neutrofilia ou o edema (Tabela 4).  
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Tabela 4 - Frequência das alterações histopatológicas acinares encontradas nos 
grupos 

 

Variáveis N % 

Projeção acinar   
 Normal 4 5,8 
 Redução leve 5 7,2 

 Redução Moderada 32 46,4 
 Redução severa 28 40,6 
Secreção   

 Ausente 12 17,4 
 Presente 57 82,6 
Congestão   

 Ausente 19 27,5 
 Presente 50 72,5 
Inflamação   

 Ausente 61 88,4 
 Presente 8 11,6 

 
A análise das variáveis entre os grupos não mostrou diferença 

estatisticamente significativa em todos os critérios de análise histopatológica (Tabela 

4). Da mesma maneira, a análise entre os subgrupos de droga, dose, frequência, via 

de administração e controle com óleo mineral também não resultou em nenhuma 

diferença significativa (Tabelas 5, 6). 

 
Tabela 5 - Análise comparativa das alterações acinares encontradas entre o grupo 

TNMU e T 
 

Variáveis 
TNMU T 

P 
N % N % 

Projeção acinar     0,146 
 Normal 2 5,6 2 6,0  
 Redução 

leve 
1 2,8 4 12,1  

 Redução 
moderada 

21 58,3 11 33,4  

 Redução 
severa 

12 33,3 16 48,5  

Secreção     0,151 
 Ausente 4 11,1 8 24,2  
 Presente 32 88,9 25 75,8  
Congestão     0,622 
 Ausente 9 25,0 10 27,8  
 Presente 27 75,0 23 72,2  
Inflamação     0,169 
 Ausente 30 83,4 31 86,1  
 Presente 6 16,6 2 13,9  
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Tabela 6 - Relação entre a incidência das variáveis nos subgrupos tratados com 

TNMU 
 

Variáveis 

NMUCT7 NMUCT14 NMUUT NMUOl
eo 

n (%) p n (%) p n (%) P n (%) 

Projeção acinar  1,000  0,317  0,317  
 Normal 1 (10,0)  0 (0,0)  0 (0,0)  1 (11,1) 
 Redução Leve 0 (0,0)  1 10,0)  0 (0,0)  0 (0,0) 
 Redução. 

Moderada 
5 (50,0)  4 40,0)  6 (85,7)  6 (66,7) 

 Redução 
Severa 

4 (40,0)  5(50,0)  1 (14,3)  2 (22,2) 

Secreção  0,157  0,317  -  
 Ausente 2 (20,0)  2 (20,0)  0 (0,0)  0 (0,0) 
 Presente 8 (80,0)  8 (80,0)  7 (100)  9 (100) 

Congestão  1,000  0,563  1,000  
 Ausente 2 (20,0)  3 (30,0)  2 (28,6)  2 (22,2) 
 Presente 8 (80,0)  7 (70,0)  5 (71,4)  7 (77,8) 

Inflamação  0,563  0,563  -  
 Ausente 9 (90,0)  9 (90,0)  5 (71,4)  7 (77,8) 
 Presente 1 (10,0)  1 (10,0)  2 (28,6)  2 (22,2) 

 

 
Tabela 7 - Relação entre a incidência das variáveis nos subgrupos do grupo controle 

T 
 

Variáveis 
TCT7 TCT14 TUT Oleo 

n (%) P n (%) p n (%) P n (%) 

Projeção acinar  0,317  -  -  
 Normal 0 (0,0)  1 (11,1)  0 (0,0)  1 (12,5) 
 Redução leve 1 (11,1)  2 (22,2)  1 (14,7)  0 (0,0) 
 Redução 

moderada 
4 (44,5)  2 (22,3)  2 (28,6)  3 (37,5) 

 Redução 
severa 

4 (44,4)  4 (44,4)  4 (57,1)  4 (50,0) 

Secreção  1,000  1,000  -  
 Ausente 2 (22,2)  2 (22,2)  2 (28,6)  2 (25,0) 
 Presente 7 (77,8)  7 (77,8)  5 (71,4)  6 (75,0) 

Congestão  0,317  0,317  1,000  
 Ausente 1 (11,1)  5 (55,6)  2 (28,6)  2 (25,0) 
 Presente 8 (88,9)  4 (44,4)  5 (71,4)  6 (75,0) 

Inflamação  0,317  1,000  0,317  
 Ausente 9 (100)  8 (88,9)  7 (100)  7 (87,5) 
 Presente 0 (0,0)  1 (11,1)  0 (0,0)  1 (12,5) 
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4.3 Dosagem de PSA 

A variável PSA analisada nos dois grupos não apresentou alterações 

significativas (GRÁFICO 3). 

 

 
Gráfico 3 – Comparação das médias das dosagens de PSA nos dois grupos analisados. T 

unilateral p-valor = 0,1334 

 

 

A análise das médias das dosagens plasmáticas de PSA nos subgrupos do 

grupo TMNU, não mostrou diferenças estatisticamente significativas Resultado 

semelhante foi evidenciado nos subgrupos do grupo T, que também não mostraram 

diferença estatisticamente significativa entre os subgrupos. Porém o subgrupo 

tratado com óleo apresentou média 50% menor que os demais (GRÁFICO - 5), 

apesar do grupo NMUCT7 apresentar média mais elevada (GRÁFICO - 4). 
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Gráfico 4 – Dosagem  do PSA nos subgrupos do grupo TNMU. Kruskal-Wallis = p = 0,9542 

 
 

 
Gráfico 5 – Análise comparativa das médias do PSA nos subgrupos do grupo T.Kruskal-

Wallis = p = 0,3385 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

Neste trabalho, a aplicação de 30mg intraperitoneal de NMU não induziu 

neoplasia nos animais. Isto difere do achado de Bosland e Prinsen (1990), que 

utilizando ratos Wistar, demonstraram que houve 25% de adenocarcinoma da 

próstata dorsolateral e de 5% para adenocarcinoma in situ com dose única, 

endovenosa, de 50mg/kg de peso de NMU, antecedida por 18 dias de acetato de 

ciproterona a 50mg/kg de peso/dia, por vias oral e subcutânea, e por 3 dias de 

propionato de testosterona a 100 mg/kg de peso/dia, por via subcutânea. As lesões 

surgiram em um tempo médio de 63 semanas.   

No modelo experimental de câncer de próstata criado por Banudevi et al. 

(2011), foi elaborado um protocolo aplicando diariamente injeções intraperitoneais 

de propionato de testosterona 50mg/kg, durante 21 consecutivos. Após a última 

dose, os ratos receberam injeções intraperitoneais diárias de propionato de 

testosterona 50mg/kg, durante três dias. Após a última dose de testosterona, todos 

os ratos receberam uma dose única intravenosa de NMU 50mg/kg, dissolvido em 

solução salina a 10mg/mL através da veia da cauda. Uma semana após a 

administração MNU, os ratos receberam uma injeção intraperitoneal de propionato 

de testosterona  4mg/kg de peso, alternativamente, em 120 dias. 

Tamano et al. (1996), utilizando ratos Wistar-Lobund com 12 semanas de 

vida, induziram câncer de próstata em 4 meses. Para tanto, estes autores 

submeteram os animais a dose única, endovenosa, de 30mg/kg de peso de NMU 

seguida de colocação de cápsula subcutânea de testosterona sete dias após a 

aplicação do carcinógeno.  

No presente estudo, o insucesso na indução do câncer de próstata pode ser 

explicado pela utilização da via intraperitoneal do NMU, que apesar de ser mais 

simples que a via endovenosa, é caracterizada por necessitar de doses maiores 

devido aos obstáculos pelos quais a droga deve ultrapassar para atingir a circulação 

sanguínea. Além disso, não há certificação precisa de que o conteúdo está sendo 

administrado na cavidade peritoneal (BOILEAU et al., 2003; BANUDEVI et al., 2011).  

O tempo esperado para o surgimento das lesões foi relativamente curto em 

relação aos outros estudos, levando-se em consideração a baixa dose de NMU em 
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relação à sua via de administração (BOSLAND; PRINSEN, 1990; TAMANO et al., 

1996; LUCIA et al., 1998; BENTEL et al., 1999; BOILEAU et al., 2003; JEET; 

RUSSELL; KHATRI, 2010; VALKENBURG; WILLIAMS, 2011; McCORMCK et al., 

1998).  

Ainda no que se refere às formulações de testosterona utilizadas, não há 

diferenças entre os diferentes ésteres em relação a potenciais danos irreversíveis ao 

DNA, já que neste estudo foram utilizados o cipionato de testosterona e o 

undecanoato de testosterona, enquanto que nos estudos anteriormente citados 

foram utilizados propionato de testosterona. Quanto à via de administração, Husak e 

Irschick (2009), que avaliaram diferentes regimes de administração de esteroides 

anabolizantes em fisiculturistas, não encontraram diferenças em relação à 

genotoxicidade entre as diferentes formulações de testosterona. 

A escolha do cipionato e undecanoato de testosterona se deu por serem os 

dois androgênios sintéticos mais antigos, usados desde 1970 (STANWORTH; 

JONES, 2008), mais seguros e mais usados para reposição na deficiência 

androgênica do envelhecimento masculino (BAIN, 2001; WEBB et al., 2008; 

SURAMPUDI; WANG; SWERDLOFF, 2012; AMORE et al., 2012). Porém há estudos 

discordantes sobre a ação no epitélio prostático e nível sérico do PSA (MYERS; 

Meacham, 2003; DILLON et al., 2010).  

O cipionato pode ser administrado a cada duas ou quatro semanas devido a 

meia vida média ser de cinco dias. Já o undecanoato, um éster lipofílico da 

testosterona natural, ativo pela via oral, através da absorção pelo sistema linfático 

escapando desta maneira da inativação hepática, necessita de dosagem diária por 

ter meia vida sérica extremamente curta sendo excretado rapidamente pela urina 

(SOARES; RHODEN, 2010).   

No presente estudo, foi encontrado grande incidência de redução da projeção 

do epitélio dos ácinos prostáticos, sendo a maior taxa para a redução moderada, 

com 46,4% e inflamação em parcela ínfima e a infiltração tissular por células 

inflamatórias foi discreta. Entretanto, observamos grande incidência de congestão 

vascular, com 72,5%, o que pode sugerir processo inflamatório em sua fase 

incipiente, insinuando que o tempo de estudo tenha sido curto para que as lesões 

mais graves que pudessem ocorrer, se evidenciassem. O uso de outras técnicas, 

como a imunohistoquímica, para análise de outras variáveis poderia detectar 



46 

 

alterações moleculares iniciais do tipo atípica de glândulas ou o adenocarcinoma da 

próstata. 

A atrofia prostática (AP) ocorre mais comumente com o avançar da idade e 

ganhou importância com o aumento da realização de biópsia trans-retal. É vista com 

maior frequência na zona periférica e trata-se do diagnóstico histopatológico e por 

imagem que mais mimetiza o adenocarcinoma da próstata. Pode ser causada por 

radioterapia, terapia de privação hormonal, inflamação crônica e isquemia local 

crônica. Tem sido relacionada à neoplasia intraepitelial prostática de alto grau 

(NIPAG) e ao adenocarcinoma da próstata como uma possível lesão precursora 

(ULAMEC et al., 2007). 

Uma das facetas da AP é a atrofia inflamatória proliferativa (AIP) da próstata, 

entidade caracterizada por discretos focos de proliferação do epitélio glandular, com 

aparência morfológica de atrofia simples ou hiperplasia pós-atrófica, associados à 

inflamação. Essa nomenclatura paradoxal se deve ao fato dessas células 

expressarem marcadores de proliferação, como aumento de GSTP1 e Bcl-2, e 

diminuição de inibidores de proliferação, como o inibidor de cinase dependente de 

ciclina, p27Kip1. Outra característica importante dessa designação é a ausência de 

apoptose, marcada pelo aumento na expressão de Bcl-2, sendo a proliferação 

celular ocorrendo por meio de regeneração das células que morrem devido à injúria 

constante ao material genético por radicais livres emitidos pelas células inflamatórias 

(NELSON; MARZO; YEGNASUBRAMANIAN, 2009). 

No entanto, outros estudos mostram resultados contrários a essa teoria. 

Uemura et al. (2008) analisaram biópsias seriadas de pacientes seguidos por 8 anos 

com AP e observaram incidência de 10,4% de adenocarcinoma, a qual não diferiu 

significativamente de 12,3% da mesma taxa para indivíduos com biópsia inicial 

normal. 

Em autópsias de homens com idade acima dos 40 anos, Billis (2010) 

encontrou AP em 85 de 100 próstatas examinadas, porém não houve associação 

com malignidades da próstata. Um achado significante foi a relação entre AP e 

isquemia ocasionada por intensa aterosclerose local. 

Outro resultado obtido neste estudo foi a ocorrência de secreção prostática 

acumulada nos ácinos em 82,6% da amostra. Nilsson et al. (2001), por meio de 

imunohistoquímica, encontraram padrão de secreção semelhante entre carcinoma 

de baixo grau e tecido prostático normal, porém diminuição da capacidade secretória 
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em carcinomas moderadamente e mal-diferenciados. Esses achados constituem 

mais uma evidência da ausência de malignidade nas próstatas analisadas, já que 

houve grande incidência de secreção armazenada. Além disso, pode-se inferir que 

essa alta taxa possa ser devido ao regime de abstinência sexual a qual os ratos 

foram submetidos.  

Bhasin et al. (2003), por meio de microscopia eletrônica, não acharam 

diferenças nas maquinarias secretórias de células provenientes de tecidos 

prostáticos benignos e de carcinomas bem-diferenciados, com ambas apresentando 

vesículas de armazenamento provenientes do complexo de Golgi com 

características similares, inclusive no que se refere ao conteúdo das vesículas. 

Nesse estudo, ao contrário do que inicialmente esperado, não foram 

observadas alterações nas concentrações de PSA sérico. Tal resultado pode ser 

devido ao curto tempo de envelhecimento dos animais expostos ao cancerígeno e 

aos hormônios. Assim como a ausência de alterações histológicas ou padrão 

inflamatório na próstata, o que ocasionariam aumento da secreção do PSA. 

O nível de PSA é um sensível e específico marcador clínico precoce para o 

desenvolvimento de doenças da próstata, sendo que para o câncer este marcador 

se comporta como mais sensível que as outras doenças (SFOUNGARISTOS; 

PERIMENIS, 2012). Carter et al. (1992) analisaram a especificidade e sensibilidade 

em três grupos de homens (controle, HBP e câncer de próstata) relacionando com 

as mudanças do PSA em relação a idade. O fator mais importante na alteração dos 

níveis de PSA foi a idade e o câncer da próstata.  

A não detecção de alterações no PSA poderia estar relacionada com a 

utilização do kit para PSA humano e não para roedores. Entretanto este fato parece 

não ter contribuído para tal viés, pois Brianezi et al. (2006) demonstraram que os kits 

comerciais humanos utilizados para a dosagem sérica de T4, DHT, PSA e PAP 

foram eficazes em detectar cada uma destas substâncias no soro de cães. Vidigal et 

al. (2005) mostram também que o PSA pode ser detectado no Hamster pelo método 

ELISA, com a mesma eficácia que é detectado no plasma humano, utilizando-se 

anticorpos dirigidos contra o PSA humano.  
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6 CONCLUSÃO 

 

 

As duas formas distintas de testosterona associada ao uso de NMU, em curto 

período de tempo, não alteraram as dosagens séricas do PSA nem induziram a 

transformação epitelial da próstata em ratos Wistar jovens e saudáveis.  

Os resultados desse estudo colaboram para que outros sejam realizados de 

maneira a ampliar os conhecimentos sobre o uso de testosterona e suas interações 

com epitélio prostático e a produção de PSA em animais experimentais.  
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ANEXO – Comissão de ética para o cuidado e uso de animais experimentais 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


