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RESUMO

O consumo de forma prolongada e excessiva de Esteroides Anabolizantes
Androgénicos (EAA) causa alteragdes patologicas em érgaos vitais, como o coragéao
e em outros sistemas do corpo, como o sistema reprodutor, renal e hepatico.
Atualmente, ha uma crescente ao que se refere ao uso de EAA, principalmente de
forma indiscriminada, ou seja, sem acompanhamento de especialista. Apesar dos
beneficios que seu uso pode proporcionar, existem evidéncias que comprovam que
0 uso excessivo de anabolizantes esteroides, ocasiona danos reversiveis e muitas
vezes irreversiveis, como, Obito. O objetivo deste estudo foi avaliar a utilizacao do
17B-ciclopentilpropionato de testosterona em disturbio no aparelho reprodutor
feminino. Para tanto, foram utilizados camundongos fémeas que foram medicadas
com o andrégeno e depois sacrificadas para que seus 6rgaos reprodutivos fossem
analisados. Doses de 5, 10 e 20 mg/kg de 17B-ciclopentilpropionato de testosterona
foram aplicadas nos camundongos fémeas e os resultados mostraram a influéncia

deste no sistema reprodutor feminino.

Palavras-chave: Esteroides anabolizantes androgénicos; sistema reprodutor
feminino; eixo hipotalamico hipofisario-gonadal (HPG); 178-

ciclopentilpropionato de testosterona.



ABSTRACT

Prolonged and excessive consumption of Anabolic Androgenic Steroids (AAS)
causes pathological changes in vital organs such as the heart and in other body
systems such as the reproductive, renal and hepatic systems. Currently, there is a
growing trend regarding the use of AAS, mainly indiscriminately, that is, without
specialist monitoring. Despite the benefits that its use can provide, there is evidence
that proves that the excessive use of anabolic steroids causes reversible and often
irreversible damage, such as death. The objective of this study was to evaluate the
use of testosterone 17B-cyclopentylpropionate in disorders of the female reproductive
system. For this purpose, female mice were used that were medicated with the
androgen and then sacrificed so that their reproductive organs could be analyzed.
Doses of 5, 10 and 20 mg/kg of testosterone 173-cyclopentylpropionate were applied
to female mice and the results showed its influence on the female reproductive

system.

Keywords: Anabolic androgenic steroids; female reproductive system; hypothalamic
hypophyseal-gonadal axis (HPG); Testosterone 17B-

cyclopentylpropionate.
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1 INTRODUCAO

O ciclopentilpropionato de testosterona (TC), um derivado sintético da
testosterona, tem sido amplamente utilizado tanto em contextos terapéuticos quanto
recreativos devido as suas propriedades anabdlicas e androgénicas. No ambito
clinico, a utilizacdo desses compostos € rigorosamente controlada, sendo indicada
em estados catabdlicos associados a doencgas crbnicas, como AIDS, doenca
pulmonar obstrutiva cronica, cancer, além de ser utilizada na recuperagdo pos-
operatéria (Anawalt, 2019; Catakoglu; Kendirci, 2017; Ide; Vanderschueren; Antonio,
2020). Contudo, o uso abusivo de esteroides anabdlicos androgénicos (EAA),
especialmente em doses suprafisiolégicas, tem levantado sérias preocupagoes,
principalmente no que tange aos disturbios comportamentais, ovarianos, uterinos e
reprodutivos em mulheres (Kanakis et al., 2019).

No Brasil, assim como em outros paises, a prescricdo e a comercializacao de
esteroides anabdlicos sdo controladas por 6rgdos reguladores (Kicman, 2008).
Entretanto, hd um crescimento significativo do uso nao terapéutico desses
compostos, especialmente entre adolescentes e adultos que buscam ganhos rapidos
de massa muscular e forga fisica. Esse comportamento envolve, muitas vezes, 0 uso
de doses até 100 vezes superiores as recomendadas para fins clinicos (Clark; Fast,
1996; Perry et al., 2005; Yates et al, 1999), resultando em uma série de
complicacdes a saude. Entre os compostos mais comuns, destacam-se o decanoato
de nandrolona e os ésteres de testosterona, que frequentemente sao utilizados de
maneira abusiva (Perry et al., 2005).

A testosterona, embora presente em menores quantidades no organismo
feminino, desempenha um papel fundamental no sistema reprodutivo, na
manutencdo da disposicdo e no aumento da massa muscular. Entretanto, o uso
indiscriminado de EAA em mulheres pode acarretar uma série de efeitos adversos,
especialmente em doses suprafisiolégicas, incluindo virilizagdo irreversivel, como
hipertrofia clitoriana, engrossamento da voz, hirsutismo, irregularidades menstruais e
atrofia das mamas (Kanakis et al,, 2019; Kicman, 2008; Yates et al., 1999). Além
disso, ha evidéncias de que o uso prolongado de andrégenos pode causar
alteracoes significativas nos ovarios e no utero, como atrofia do epitélio cervical,
infiltracdo de eosinéfilos no miométrio e presenca de cistos foliculares (Bienenfeld et
al., 2019).
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Os distarbios comportamentais associados ao uso de esteroides, incluindo
agressividade, labilidade emocional e sintomas depressivos, tém sido
extensivamente documentados em homens, mas seus efeitos sobre o
comportamento feminino ainda s&o insuficientemente explorados. Relatos indicam
que 0 uso excessivo de testosterona pode também afetar o comportamento das
mulheres, sendo necessarias investigacoes mais detalhadas sobre essas interacoes
(Kadi, 2008).

Neste contexto, este estudo busca preencher a lacuna existente na literatura
cientifica quanto aos efeitos morfolégicos e funcionais do ciclopentilpropionato de
testosterona em doses elevadas no sistema reprodutivo feminino, com énfase nas
alteragcées comportamentais, ovarianas e uterinas. A maioria dos estudos concentra-
se nos impactos dos EAA em homens, enquanto os efeitos em mulheres,
especialmente no periodo pré e pds-gestacional, permanecem pouco conhecidos.

Neste estudo, utilizamos um modelo animal (camundongos fémeas) para
investigar os efeitos do TC em doses de 5, 10 e 20 mg/kg, com o objetivo de avaliar
as consequéncias de seu uso sobre o comportamento e a morfologia do sistema
reprodutivo. A escolha de doses suprafisiolégicas busca simular as condicées de
abuso frequentemente observadas em seres humanos. Os resultados obtidos
poderao fornecer subsidios importantes para a compreensao dos impactos do uso
abusivo de andrégenos no organismo feminino, contribuindo para o desenvolvimento
de estratégias mais eficazes para a prevencdo e tratamento desses efeitos
adversos.

A presente pesquisa tem como objetivo avaliar, de forma sistemética, os
efeitos do ciclopentilpropionato de testosterona sobre o utero, os ovarios e o
comportamento de camundongos fémeas, fornecendo uma analise detalhada dos
distarbios induzidos por doses elevadas desse hormdnio. Além disso, espera-se que
os achados deste estudo possam fundamentar politicas de saude publica voltadas a
conscientizacdo sobre os riscos do uso indiscriminado de EAA entre mulheres, bem

como abrir novas perspectivas para futuras investigacdes cientificas na area.
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1.1 OBJETIVOS

Os objetivos deste estudo visam analisar e compreender os efeitos do
ciclopentilpropionato de testosterona no comportamento, nos sistemas ovariano e
uterino, bem como na reproducdao de camundongos fémeas, fornecendo dados que
possam contribuir para o avanco do conhecimento cientifico sobre os impactos de
doses suprafisiolégicas de esteroides anabdlicos androgénicos no organismo
feminino. O estudo também busca avaliar as possiveis implicagbes dessas
alterac6es para a saude humana e as potenciais consequéncias para o uso clinico e

nao terapéutico de esteroides em mulheres.

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos do ciclopentilpropionato de testosterona em diferentes doses
sobre 0 comportamento, o sistema reprodutivo e a morfologia uterina e ovariana de

camundongos fémeas, no periodo pré e pos-gestacional.

1.1.2 Objetivos especificos

a) Examinar as alteragdes comportamentais induzidas pelo
ciclopentilpropionato de testosterona em camundongos fémeas, com foco
em agressividade, alteragées emocionais e comportamento reprodutivo;

b) Avaliar os efeitos morfoldgicos do ciclopentilpropionato de testosterona no
Utero e nos ovarios, considerando diferentes doses e periodos de
administracao;

c) Investigar o impacto do ciclopentilpropionato de testosterona na fertilidade,
gestacao e desenvolvimento pds-gestacional de camundongos fémeas.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 O DESENVOLVIMENTO PUBERAL DAS MULHERES

O sistema reprodutor feminino € um componente central da fisiologia da
mulher, responsavel pela secrecdao dos horménios sexuais que regulam o ciclo
reprodutivo e a fertilidade. Este sistema é constituido por dois ovarios, que
produzem os 6vulos e os principais horménios sexuais, duas trompas de Falépio,
que sao responsaveis pelo transporte dos 6vulos e pela fertilizacao, um utero, onde
ocorre a implantacdo do embrido e o desenvolvimento fetal, uma vagina, que serve
como canal de parto e via de entrada para o esperma, e uma vulva, que € a
estrutura externa do sistema reprodutivo. Localizado na cavidade pélvica, o sistema
reprodutor feminino é essencial para a reproducdo e também desempenha papéis
importantes em outros aspectos da salude hormonal e metabdlica feminina. A Figura
1 ilustra a anatomia detalhada do aparelho reprodutor feminino, proporcionando uma

visdo clara e abrangente de sua estrutura e organizacéo funcional.

Figura 1 - Aparelho reprodutor feminino.
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Fonte: Camportez (2021).

Os ovarios sao estruturas ovais localizadas na cavidade pélvica, cuja principal
funcdo € a producdo de gametas femininos, especificamente os ovocitos
secundarios, e de hormdnios sexuais femininos, como estrégeno e progesterona.
Estas glandulas desempenham um papel central na regulacédo do ciclo menstrual e
na manutencdo da fertilidade. A regido cortical dos ovarios abriga os foliculos
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ovarianos, que sdo compostos pelo ovécito e pelas células foliculares circundantes.
Durante o ciclo menstrual, um foliculo dominante amadurece e libera o ovdcito na
ovulagao, que ocorre tipicamente no 14° dia de um ciclo de 28 dias. O foliculo
rompido se transforma em corpo luteo, que continua a secretar estrégeno e
progesterona, desempenhando um papel crucial na preparagdo do endométrio para
a implantagdo embrionaria (Pask, 2016).

Durante a puberdade, os ovarios contém aproximadamente 400 mil foliculos
primordiais. Esses foliculos, localizados na periferia dos ovarios, sédo as células
germinativas que, ao longo da vida reprodutiva feminina, passam por um processo
de maturacdo, com cerca de 450 atingindo a maturidade funcional, enquanto o
restante sofre degeneracao (Colvin; Abdullatif, 2017). Este processo é essencial
para a manutencédo da fertilidade e para a regulacao hormonal.

O processo de ovulacdao envolve a maturagdo e a ruptura de um foliculo,
resultando na liberacdo do ovécito, que é entdo transportado pelas trompas de
Falépio em direcdo ao utero. A ovulagdo € um aspecto critico da reproducéo,
destacando a complexidade e a precisao do sistema reprodutivo feminino (Colvin;
Abdullatif, 2017).

O utero, um o6rgdo com formato semelhante a uma pera e com
aproximadamente 9 cm de comprimento, € composto por trés partes principais:
corpo, fundo e colo uterino. Sua parede é constituida por trés camadas distintas: a
camada serosa, externa e fina; o miométrio, que € a camada intermediaria de
musculo liso; e o endométrio, a camada interna rica em vasos sanguineos. O
endométrio é responsavel pela implantacado do embrido e é parcialmente eliminado
durante a menstruacao. A vagina, um canal muscular que conecta o utero a parte
externa do corpo, desempenha fungdes essenciais tanto na reproducédo quanto na
sexualidade (Pask, 2016).

Os 6rgaos genitais externos, coletivamente denominados vulva, incluem os
pequenos e grandes labios, que protegem as estruturas internas, e o clitéris, que é
fundamental para a excitacao sexual. O orificio vaginal, parte da vulva, é igualmente
significativo para a funcao reprodutiva (O'Connell; Sanjeevan; Hutson, 2005).

O sistema reprodutor feminino funciona de forma ciclica, englobando o ciclo
ovarico e o ciclo uterino, que, em conjunto, constituem o ciclo menstrual. A
compreensao detalhada da anatomia e fisiologia deste sistema é crucial para a
pratica clinica e para a pesquisa cientifica, evidenciando a importancia de estudos
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aprofundados sobre suas fungdes e disfungdes (Colvin; Abdullatif, 2017).

2.1.1 Ciclo ovarico

O ciclo ovariano € um processo essencial para a reproducdo no sistema
reprodutor feminino, caracterizado por trés fases distintas: folicular, ovulatéria e
lutea. Na fase folicular, que inicia o ciclo e se estende por aproximadamente 14 dias,
multiplos foliculos primarios se desenvolvem nos ovarios. No entanto, geralmente
apenas um foliculo atinge a maturidade completa e é capaz de liberar um 6vulo.
Durante esta fase, os foliculos produzem estrogénio, o qual é crucial para a
preparagdo do endométrio, visando otimizar as condigdes para uma possivel
implantagdo de um embrido. A ovulagdo, que ocorre por volta do 14° dia do ciclo,
marca o momento de maior fertilidade, sendo desencadeada por um pico nos niveis
de horménio luteinizante (LH). Neste estagio, o foliculo maduro rompe-se, liberando
0 oOvulo na superficie do ovario, onde € capturado pelo infundibulo da trompa de
Falbpio e transportado para o Utero para possivel fertilizagao.

Subsequentemente, o foliculo rompido se transforma em corpo luteo, uma
estrutura temporaria que secreta progesterona e estrogénio. Esses horménios sao
fundamentais para preparar o revestimento uterino (endométrio) para a possivel
implantagédo do embrido. Na auséncia de fecundacgéo, o corpo luteo regrede, o que
resulta em uma redugdo nos niveis hormonais. Essa queda provoca a descamacao
do endométrio, culminando na menstruacao e sinalizando o inicio de um novo ciclo
menstrual. Assim, o ciclo ovariano ndo apenas regula a liberacdo de évulos, mas
também influencia a saude geral da mulher, afetando aspectos como o humor e a
densidade déssea (Yang; Gilman-Sachs; Kwak-Kim, 2019). A Figura 2 ilustra
detalhadamente as fases e processos do ciclo ovariano, proporcionando uma visao
abrangente das transformacdées que ocorrem no ovario ao longo do ciclo e
destacando a complexidade e a importancia desse processo para a saude

reprodutiva feminina.
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Figura 2 - Ciclo ovarico.
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Fonte: Diagrama do Ciclo Ovariano (2024).
Disponivel em: <Sistema Reprodutor Feminino | Atlas da Saude (atlasdasaude.pt)>.
Acesso em: 24 set. 2024.)

2.1.2 Ciclo uterino

O ciclo uterino é um processo biolégico fundamental no sistema reprodutor
feminino, sincronizado com as variacbes hormonais do ciclo ovariano, e ocorre
aproximadamente a cada 28 dias. Este ciclo é dividido em quatro fases principais:
menstruacdo, fase proliferativa, ovulacdo e fase secretora. A fase menstrual, que
marca o inicio do ciclo, é caracterizada pela descamacgao do revestimento uterino
(endomeétrio) devido a queda nos niveis de progesterona e estrogénio, resultando na
expulsédo do tecido endometrial e no reinicio de um novo ciclo menstrual. A duragéo
da menstruacao geralmente varia de 3 a 7 dias, dependendo do individuo.

Seguindo a menstruagéo, a fase proliferativa inicia-se com a regeneracao e
espessamento do endométrio sob a influéncia do estrogénio, produzido pelos
foliculos ovarianos em desenvolvimento. Esta fase é crucial para a preparacao do
utero para uma possivel gravidez, com a regeneragcdo do endométrio e a
reconstituicdo dos vasos sanguineos levando aproximadamente 9 dias. A ovulacao
ocorre em torno do 14° dia do ciclo, quando um foliculo maduro libera um 6vulo, um
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evento que é precedido por um pico nos niveis de horménio luteinizante (LH). Este
periodo é o mais feértil do ciclo e € crucial para a concepgéo.

Apdbs a ovulagao, a fase secretora se inicia com a transformacéo do foliculo
rompido em corpo lUteo, que secreta progesterona. Este horménio € essencial para
preparar o endométrio para a possivel implantacdo de um embrido, mantendo-o
espesso e vascularizado. Caso a fecundag¢ao nao ocorra, o corpo luteo degenera,
levando a uma queda nos niveis hormonais e ao inicio de um novo ciclo menstrual.
O ciclo uterino, portanto, ndo apenas regula a liberagcdo de évulos, mas também
prepara o corpo feminino para a gravidez e influencia significativamente a saude
geral da mulher, afetando aspectos como humor e densidade é6ssea (Baerwald;
Adams; Pierson, 2012).

A Figura 3 apresenta uma ilustracdo detalhada do ciclo uterino, oferecendo
uma representacao visual das fases e dos processos envolvidos, o que facilita a
compreensao das transformacgdes que ocorrem no endométrio ao longo do ciclo e

sua relevancia para a fertilidade e a saude reprodutiva feminina.

Figura 3 - Ciclo uterino - Principais mecanismos de sintese de hormoénios

esteroides.
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Fonte: Diagrama do Ciclo Menstrual Completo (2024).

Disponivel em: <https:/drafernandamaiastarck.com.br/2023/07/19/descubra-como-o-
seu-peso-pode-influenciar-os-sintomas-pre-menstruais/>. Acesso em: 24
set. 2024.)
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2.1.3 Fecundacao e nidacao

A fecundacdo é um processo fundamental no inicio da gestagéo, ocorrendo
quando um espermatozoide penetra a membrana externa do 6vulo, resultando na
formagdo de uma célula unica conhecida como zigoto. Este evento crucial
tipicamente acontece cerca de 14 dias ap0s o inicio do ciclo menstrual, em ciclos de
28 dias. Apos a fecundagéao, o zigoto inicia uma série de divisdes celulares e migra
pelas trompas de Falopio em direcao ao utero. A chegada ao Utero e a subsequente
implantacdo no endométrio, processo conhecido como nidagédo, sdo essenciais para
a continuidade da gravidez. A nidacao é vital, pois estabelece a conexao inicial entre
o embrido e o organismo materno, permitindo a produg¢éao do horménio gonadotrofina
coribnica humana (HCG), que € fundamental para a manutencao da gestacéo e a
prevenc¢ao da menstruagao.

Com a conclusao da nidagao, o embrido, inicialmente uma célula unica, passa
a se desenvolver e se transforma em um feto apos a oitava semana de gestacéo
(Baerwald; Adams; Pierson, 2012). Este processo € marcado por um intenso
desenvolvimento das estruturas embrionarias, evoluindo para um ser humano
plenamente formado. Durante este periodo, o ciclo menstrual € interrompido, uma
vez que a gravidez estabelece uma nova dindmica hormonal para sustentar o
desenvolvimento do embrido. A parede uterina continua a ser estimulada por
hormbnios para garantir que permaneca espessa e adequada para a nidacao.
Simultaneamente, a placenta comeca a se formar, estabelecendo uma comunicacao
vital com o embrido através do corddo umbilical. Este corddo umbilical desempenha
um papel critico ao fornecer oxigénio e nutrientes ao embrido e ao remover didxido
de carbono e outros residuos metabdlicos (Yang; Gilman-Sachs; Kwak-Kim, 2019).
A partir da oitava semana, o embrido é denominado feto, e apds aproximadamente
40 semanas de gestagao, o feto estd completamente desenvolvido e pronto para o

nascimento.

2.2 EFEITOS DOS HORMONIOS ANDROGENICOS: BENEFICIOS E RISCOS

Os horménios sdo compostos quimicos essenciais que desempenham um
papel critico na regulacdo e no desenvolvimento do organismo. Dentre eles, os
horménios esteroides se destacam por suas propriedades anabdlicas e
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androgénicas, que promovem a maturacdo dos tecidos désseos e a divisdo e
desenvolvimento da massa muscular, contribuindo significativamente para o
progresso fisico e a adaptagcao do corpo as suas necessidades (Cunha et al., 2017).

A regulacdo da produgcdo hormonal € um processo altamente complexo e
preciso, essencial para a homeostase e o funcionamento adequado das funcdes
corporais. Ferreira (2013) destaca que a produgdo de horménios deve ser
meticulosamente controlada para garantir que as células-alvo possam responder de
forma eficaz. Este controle é realizado pelo sistema nervoso autbnomo, que ajusta a
sintese hormonal por meio de um sistema de feedback, conhecido como
retroalimentacédo. Esse processo é mediado por fatores liberadores e inibidores de
hormonios, e envolve a regulagdo da secrecao hormonal na adeno-hipéfise, bem
como controle direto na neuro-hipéfise e na medula suprarrenal (Ferreira, 2013).

Para ilustrar a complexidade da regulacdo hormonal, a Figura 4 mostra o
mecanismo de sintese dos horménios esteroides. Esta figura é um fluxograma
detalhado que descreve a esteroidogénese, o processo biolégico pelo qual os
esteroides s&o gerados a partir do colesterol. O fluxograma apresenta os principais
hormonios esteroides, como pregnenolona, progesterona, 170H pregnenolona,
170H  progesterona, dehidroepiandrosterona  (DHEA), androstenediona,
testosterona, estradiol, corticosterona, 180H corticosterona, aldosterona, DOC (11-
deoxicorticosterona) e cortisol, além das enzimas responsaveis pelas reacbes de
sintese, incluindo P450scc (enzima de clivagem da cadeia lateral do colesterol),
3BHSD (3B-hidroxiesteroide desidrogenase), P450c17 (17a-hidroxilase/17,20-liase)
e P450c21 (21-hidroxilase).

Este fluxograma ndo apenas ilustra as etapas complexas da producdo de
hormonios esteroides, mas também destaca as interconexdes entre diferentes vias
hormonais e suas respectivas enzimas. Compreender essas vias é fundamental para
estudantes de bioquimica e medicina, pois oferece uma visdo abrangente da sintese
hormonal e de como esses processos sao regulados no organismo. O conhecimento
detalhado dessas vias é essencial para o desenvolvimento de intervencdes clinicas
eficazes e para a promogao de uma saude equilibrada.

Portanto, a integracdo do conhecimento sobre a regulacdo da producao
hormonal e a esteroidogénese oferece uma base sélida para a compreensado dos
mecanismos hormonais complexos e suas implicacées na pratica clinica e na ciéncia

da saude.
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Figura 4 - Reacbes 1, 4, 7 e 8: mitocondria; Reagdes 2, 3, 5 e 6: reticulo
endoplasmatico; Reacdes 9 e 10: Testiculo e ovario.
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Fonte: Miller (1988).

Os andrégenos, incluindo a testosterona, sdo horménios que desempenham
papéis essenciais ndo apenas no desenvolvimento das caracteristicas sexuais
masculinas, mas também na fisiologia feminina. Na mulher, a testosterona é
produzida pelos ovarios e pelas glandulas adrenais, e sua regulacao é crucial para a
manutencao da libido, da saude éssea e da funcao reprodutiva (Bienenfeld et al.,
2019; Montie; Pienta, 1994). No entanto, o uso terapéutico e ndo terapéutico de
esteroides anabolizantes (EAA), derivados sintéticos da testosterona, pode ter
efeitos complexos e potencialmente prejudiciais sobre a saude reprodutiva feminina.

Embora os EAA possam ser indicados para tratar condicbes como
hipogonadismo feminino ou perda de massa muscular associada ao envelhecimento,
é fundamental considerar os riscos associados a esses horménios. O uso
inadequado ou excessivo de EAA pode resultar em desregulacao do ciclo menstrual
e afetar a fertilidade. A administracdo de esteroides anabolizantes pode interferir na
producdo dos hormdnios sexuais essenciais, como 0 estrogénio e a progesterona,
levando a ciclos menstruais irregulares ou até mesmo a amenorreia (Bienenfeld et
al., 2019). Essas alteragbes hormonais podem comprometer a ovulagdo e,
consequentemente, dificultar a concepc¢ao, prejudicando a capacidade reprodutiva
da mulher.

Além da desregulacdo menstrual, o uso de EAA pode provocar efeitos
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adversos como a masculinizacdo. Este fenémeno inclui alteragdes visiveis como o
crescimento de pelos faciais, a mudanga na voz e o aumento do clitéris, conhecido
como clitoromegalia (Cussen et al., 2022). Esses efeitos ndo s6 alteram a aparéncia
fisica, mas também podem impactar negativamente a autoimagem e o bem-estar
psicolégico das mulheres, criando uma tensao adicional na saude reprodutiva e na
autoestima.

Os andrégenos desempenham um papel importante na manutengao da saude
O0ssea. Embora a terapia com EAA possa inicialmente melhorar a densidade éssea,
0 uso prolongado pode resultar em mudancas metabdlicas que aumentam o risco de
osteoporose (Fink; Schoenfeld; Nakazato, 2018). Tais mudancas n&o apenas
comprometem a saude Ossea, mas também podem afetar indiretamente a saude
reprodutiva ao desregular os niveis hormonais e metabdlicos no longo prazo.

A administracao de EAA também pode levar a complicacdes cardiovasculares
e hepaticas significativas. Estudos mostram que o uso prolongado de esteroides
anabolizantes pode induzir hipertrofia ventricular e aterosclerose, elevando o risco
de doencas cardiacas (Jones et al.,, 2018; Lehmann et al., 2019). Além disso, a
toxicidade hepética associada ao uso oral de EAA pode afetar a saude geral,
interferindo na fungéo reprodutiva por meio da desregulacao metabdlica e hormonal
(Cunha et al., 2017).

A via de administracdo dos EAA, seja ela oral, intramuscular ou topica,
também desempenha um papel importante nos efeitos adversos. Os esteroides
administrados oralmente tém uma maior tendéncia a causar toxicidade hepatica e
problemas metabdlicos, enquanto a administracdo intramuscular pode afetar a
funcdo endécrina e cardiovascular (Albano et al., 2021). Mesmo a administracao
tépica, que é menos invasiva, pode resultar em efeitos sistémicos que afetam a
saude hormonal e reprodutiva.

Portanto, 0o uso de androgenos e esteroides anabolizantes apresenta um
balanco complexo entre beneficios e riscos, especialmente quando se trata da saude
reprodutiva feminina. A regulagdo hormonal e a manutengdo da fungé@o reprodutiva
sdo aspectos cruciais que devem ser cuidadosamente monitorados durante a
administracdo de EAA. Mulheres que utilizam esteroides anabolizantes devem ser
avaliadas e acompanhadas rigorosamente por profissionais de saude para garantir a
seguranca e a eficacia do tratamento, minimizando assim os impactos adversos

potenciais sobre a saude reprodutiva.
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2.2.1 17B-ciclopentilpropionato de testosterona

Os esteroides anabolizantes sintéticos derivados da testosterona e da di-
hidrotestosterona (DHT) sédo frequentemente utilizados na medicina para tratar
condicdes relacionadas ao déficit hormonal, bem como para otimizar o desempenho
fisico. Entre os derivados da testosterona, destacam-se o enantato de testosterona,
a boldenona, o dianabol e a trembolona; e, da di-hidrotestosterona, a hemogenina, o
estanozolol e a oxandrolona. Estes compostos sdo projetados para aprimorar os
efeitos anabdlicos enquanto minimizam os efeitos adversos associados as
propriedades androgénicas, oferecendo também alternativas em termos de
administragdo (oral e injetavel) e variacbes na taxa de metabolizagdo e eliminacao
(Castilho et al., 2022).

O 17B-ciclopentilpropionato de testosterona € um éster sintético, derivado do
cipionato de testosterona e soluvel em éleo, disponivel sob marcas como Depo-
Testosterone®. Este medicamento androgénico e esteroide anabolizante € utilizado
predominantemente para tratar baixos niveis de testosterona em homens, com a
vantagem de uma liberacdo mais lenta apds a injecdo e uma meia-vida prolongada
(Llewellyn, 2011; Nieschlag; Behre; Nieschlag, 2012). Desenvolvido pela Pharmacia
e Upjohn e aprovado pela FDA em 1979, o 17B-ciclopentilpropionato de testosterona
é também utilizado em terapia hormonal para homens trans (Costa et al.,, 2018;
Irwig, 2017). Sua administracdo ocorre por injecao intramuscular ou subcutanea,
com frequéncia variando entre uma e quatro semanas, conforme a indicacao clinica
(Costa et al., 2018; Irwig, 2017; Llewellyn, 2011; Nieschlag; Behre; Nieschlag, 2012).

Para a saude reprodutiva feminina, é crucial considerar o impacto dos
esteroides anabolizantes sintéticos, como o 17B-ciclopentilpropionato, que pode
influenciar de maneira significativa o equilibrio hormonal e o funcionamento
reprodutivo. Entre os efeitos colaterais associados a este esteroide, observam-se
sintomas de masculinizagdo, como acne, aumento da pilosidade, alteracbes na voz
e incremento do desejo sexual (Llewellyn, 2011). Estes efeitos podem ter
implicacbes adversas para a saude reprodutiva feminina, uma vez que o
desequilibrio hormonal pode afetar a ovulagéo, o ciclo menstrual e a fertilidade.

O 17pB-ciclopentilpropionato atua como um agonista do receptor de andrégeno
(AR), o que o torna um alvo para andrégenos como a testosterona e a DHT (Kicman,
2008; Llewellyn, 2011). A substancia possui fortes efeitos androgénicos e efeitos
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anabdlicos moderados, sendo Gtil na promogédo da masculinizacdo e na terapia de
reposicdo androgénica (Llewellyn, 2011). Para as mulheres, o uso desses
compostos pode levar a um quadro de hiperandrogenismo, com potenciais
consequéncias para a saude reprodutiva, como disfungdes ovarianas e alteragoes
na estrutura uterina (Santoro et al., 2016).

Juntamente com o enantato de testosterona, o undecanoato de testosterona e
o0 propionato de testosterona, o 17B-ciclopentilpropionato € um dos ésteres de
testosterona mais comumente utilizados (Kicman, 2008; Llewellyn, 2011). Embora
seja utilizado para otimizar o desempenho fisico e em contextos médicos, 0 uso nao
regulamentado destes esteroides é frequentemente ilicito e pode resultar em
complicagdes de saude, incluindo efeitos adversos na saude reprodutiva feminina
(Llewellyn, 2011).

Atualmente, o 17B-ciclopentilpropionato € aprovado pela FDA para tratar
hipogonadismo primario ou hipogonadotréfico, com sua eficacia na andropausa
ainda nao completamente estabelecida (Pfizer, 2018). Além de suas indicacdes
médicas, é utilizado off-label para condigdes como cancer de mama, disturbios
mamarios, puberdade atrasada em meninos, oligospermia e terapia de reposicao
hormonal em homens transgéneros (Hembree et al., 2017; Pfizer, 2018). No entanto,
a seguranca e os efeitos colaterais desse esteroide, como virilizacdo, aumento da
prostata e problemas hepéticos, podem ter implicacbes adversas para a saude
reprodutiva feminina (Llewellyn, 2011; Pfizer, 2018).

A farmacocinética do 17B-ciclopentilpropionato, administrado por injecao
intramuscular, apresenta uma meia-vida de eliminagcdo e duracdo de acao
comparaveis as do enantato de testosterona, o que torna ambos os medicamentos
"funcionalmente intercambiaveis" (Llewellyn, 2011). Com uma meia-vida de
eliminagéao de 4,5 dias e um tempo médio de residéncia de 8,5 dias, o enantato de
testosterona requer administracdo frequente e resulta em flutuacdes significativas
nos niveis de testosterona (Payne; Hardy, 2007). A farmacocinética do 17-
ciclopentilpropionato tem sido estudada e comparada (Nankin, 1987). A Figura 5
ilustra a estrutura quimica do 17B-ciclopentilpropionato de testosterona,
evidenciando sua relevancia para a discussao sobre a saude reprodutiva feminina.

Ademais, a compreensao dos efeitos dos esteroides anabolizantes sintéticos,
como o 17B-ciclopentilpropionato de testosterona, € essencial para a gestao
adequada de terapias hormonais e para a avaliacdo dos impactos sobre a saude
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reprodutiva feminina. Embora esses compostos sejam amplamente utilizados para
tratar condicbes como o hipogonadismo e para melhorar o desempenho fisico, sua
influéncia sobre o equilibrio hormonal feminino e as potenciais consequéncias
adversas para a fertilidade e a fungéo reprodutiva sao preocupacgoes significativas. O
17B-ciclopentilpropionato, em particular, destaca-se por sua farmacocinética que se
assemelha ao enantato de testosterona, proporcionando uma liberagao prolongada,
mas também carrega o risco de efeitos colaterais androgénicos que podem afetar
negativamente a saude reprodutiva das mulheres. A necessidade de monitoramento
rigoroso e de estratégias terapéuticas personalizadas é crucial para mitigar os riscos
e garantir a seguranca das pacientes. Portanto, uma abordagem equilibrada e
informada € imperativa para integrar a terapia com esteroides anabolizantes na
pratica clinica, assegurando que o0s beneficios médicos sejam maximizados
enquanto os efeitos adversos sejam minimizados, especialmente no contexto da

saude reprodutiva feminina.

Figura 5 — Estrutura quimica do 17B-ciclopentilpropionato de testosterona.
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Fonte: Shoskes; Wilson; Spinner (2016).

O numero de atomos de carbono no éster da testosterona esta diretamente
relacionado a sua meia-vida, influenciando sua eficacia e duragdo de agao clinica.
No contexto da saude reprodutiva feminina, a testosterona exerce efeitos
significativos ao inibir a secrecdo de gonadotropinas pela glandula pituitaria e reduzir
a producdo endogena de estrogénio pelos ovarios. A diminuicdo dos niveis de
estrogénio enddgeno interfere no ciclo menstrual e pode afetar a fungdo ovariana,
contribuindo para condi¢cdes de hipogonadismo ou disfungdo ovariana. Este efeito é
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particularmente relevante em contextos terapéuticos onde a testosterona é usada
para tratar distrbios hormonais ou promover caracteristicas sexuais masculinas em
terapias hormonais, como na terapia de reposicdo para homens hipogonadicos
(Shoskes; Wilson; Spinner, 2016).

No organismo feminino, a testosterona atua através de dois mecanismos
principais: a ativagdo direta do receptor androgénico e a conversdo em 5-a-
diidrotestosterona (DHT). A testosterona livre (T) é transportada para o citoplasma
das células-alvo, onde pode se ligar ao receptor androgénico ou ser convertida em
DHT pela enzima 5-a-redutase. A DHT, com sua afinidade elevada pelo receptor
androgénico, possui uma poténcia androgénica aproximadamente 2,5 vezes superior
a da testosterona, intensificando os efeitos androgénicos. No Utero e nos ovarios,
essa interacdo pode influenciar a expressdo de genes relacionados ao
desenvolvimento e a funcao sexual, levando a alteragdes nas caracteristicas sexuais
secundarias e potenciais disturbios hormonais (Hoberman; Yesalis, 1995; Sampaio;
Medrado; Lyra, 2021).

O cipionato de testosterona, um esterdide anabolizante esterificado, possui
uma solubilidade em lipidios que permite uma liberacdo e absor¢cdo mais gradual.
Ap6s administragdo intramuscular, o0s niveis plasmaticos de cipionato de
testosterona atingem picos de aproximadamente 1122 ng/dL entre 4 e 5 dias, com
uma reducdo subsequente para cerca de 400 ng/dL (Shoskes; Wilson; Spinner,
2016). A excrecédo do cipionato de testosterona ocorre principalmente na urina, como
conjugados de &cido glicurdnico e sulfurico, com uma menor quantidade excretada
nas fezes (Pfizer, 2018).

Estudos pré-clinicos revelaram que implantes de testosterona podem induzir
tumores cervicais em modelos animais, com potencial para metastases. Em
mulheres, 0 uso de cipionato de testosterona tem sido associado ao aumento da
suscetibilidade ao hepatoma, com relatos de carcinoma hepatocelular em
tratamentos prolongados e de alta dose (Acuna, 2019; Chen; Ji; Chen, 2002). Esses
achados ressaltam a necessidade de monitoramento rigoroso na aplicacao clinica de
testosterona, especialmente em contextos relacionados a saude reprodutiva
feminina, onde alteracbes hormonais e o0 risco de efeitos adversos devem ser
cuidadosamente avaliados para evitar impactos negativos na funcédo ovariana e no

Utero.
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2.2.2 Uso terapéutico de esteroides anabolizantes androgénicos: Analise da

intervencao e avaliacao do risco-beneficio

A utilizacao terapéutica dos esteroides anabolizantes androgénicos (EAA),
como o cipionato de testosterona e o enantato de testosterona, é destinada a tratar
deficiéncias hormonais e promover o aumento da massa muscular em pacientes
com condicbes médicas especificas. No entanto, quando esses agentes sao
utilizados de forma inadequada ou abusiva, podem apresentar efeitos adversos
significativos sobre a saude reprodutiva feminina, afetando os ovarios e o utero. A
testosterona tem a capacidade de inibir a secrecdo de gonadotropinas pela glandula
pituitéria, o que resulta na redugcédo da producéo de estrogénio pelos ovarios. Essa
diminuicdo dos niveis de estrogénio endbégeno pode causar alteragées no ciclo
menstrual, afetar a fertilidade e impactar a saude do utero (Shoskes; Wilson;
Spinner, 2016).

Os efeitos da testosterona e de seus derivados na fisiologia humana ocorrem
por meio da ativacdo dos receptores androgénicos, direta ou indiretamente via 5-a-
diidrotestosterona (DHT), e pela conversao em estradiol, que pode ativar receptores
estrogénicos especificos. A testosterona livre é transportada para o citoplasma das
células alvo, onde pode se ligar ao receptor androgénico ou ser convertida em DHT
pela enzima 5-a-redutase. DHT se liga ao receptor androgénico com uma afinidade
aproximadamente 2,5 vezes maior do que a testosterona, resultando em efeitos
androgénicos mais pronunciados. O complexo receptor-andrégeno se desloca para o
nucleo celular, ligando-se a elementos de resposta hormonal (HREs) no DNA, o que
influencia a expressdo génica e os efeitos fisiolégicos androgénicos (Hoberman;
Yesalis, 1995; Sampaio; Medrado; Lyra, 2021).

Os esteroides anabolizantes, como o cipionato de testosterona, sao
projetados para apresentar uma liberacao prolongada e sustentada. A administracao
intramuscular de cipionato resulta em uma absorgéo lenta e niveis plasmaticos que
alcangam picos em 4-5 dias ap0s a injegao, com uma redugao gradual subsequente
(Shoskes; Wilson; Spinner, 2016). Aproximadamente 90% da testosterona
administrada é excretada na urina como conjugados de acido glicurénico e sulfurico,
enquanto cerca de 6% € eliminada nas fezes, predominantemente na forma néo
conjugada (Pfizer, 2018).

O wuso indiscriminado de esteroides anabolizantes € frequentemente
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impulsionado pela busca por um corpo idealizado, desempenho atlético elevado e
manutencdo de uma aparéncia fisica atraente (Bates et al., 2019; Castilho et al.,
2022; Hoffman; Ratamess, 2006). A producgédo ilicita e a falta de regulamentacao
desses produtos contribuem para a sua ampla disponibilidade, muitas vezes com
qualidade comprometida devido a fabricacdo em condi¢coes inadequadas e a
presenca de contaminantes. A automedicacao e o0 uso excessivo de dosagens, que
podem ser de 10 a 100 vezes superiores as doses terapéuticas, exacerbam os
riscos associados ao uso de esteroides (Diniz; Muniz, 2020).

Os efeitos adversos do abuso de esteroides anabolizantes podem ser graves
e abrangem diversos sistemas organicos, incluindo o sistema reprodutivo. Entre os
efeitos colaterais mais criticos estdo cancer de figado, aumento do colesterol LDL,
diminuicdo do colesterol HDL, infertilidade, ginecomastia e alteragbes
cardiovasculares (Cunha et al.,, 2017). Alteracbes laboratoriais comuns incluem
aumento das transaminases hepaticas, piora do perfil lipidico e diminuicdo da
secrecao de horménios gonadotroficos, refletindo a disfungdo enddcrina provocada
pelo uso abusivo (Castilho et al., 2022).

A crescente prevaléncia do uso excessivo de esteroides anabolizantes e os
potenciais riscos associados ressaltam a necessidade de uma investigagdo mais
profunda sobre os impactos desses agentes na saude reprodutiva feminina. Apesar
das evidéncias acumuladas, ainda sdo necessarias pesquisas adicionais, incluindo
estudos com modelos animais, para entender completamente as implicacées da
exposicdo a EAA sobre o comportamento sexual, a libido e a fungdo ovariana e
uterina (Bates et al., 2019; Socas et al., 2005). Esses estudos sdo essenciais para
desenvolver estratégias de manejo eficazes e diretrizes clinicas que garantam a
protecdo da saude reprodutiva das mulheres enquanto se busca um equilibrio entre
0os beneficios terapéuticos e o0s riscos associados ao uso de esteroides

anabolizantes.
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3METODOS

Para a execucao deste estudo, foram selecionadas fémeas da linhagem
C57BL/6 com 12 semanas de idade. Os animais foram alojados em condigcbes
experimentais altamente controladas, garantindo um ambiente que segue
rigorosamente os parametros estabelecidos para a realizacdo de pesquisas
cientificas de alta qualidade. A temperatura do ambiente foi mantida a 21 £ 2 °C, com
umidade relativa controlada entre 60 e 70%, e o fotoperiodo foi ajustado para ciclos
diarios de 12 horas de luz e 12 horas de escuriddo, conforme recomendado por
Gongalves et al.,, (2019). A dieta fornecida consistiu em alimentos padrdao para
roedores, disponivel ad libitum, e a agua foi oferecida continuamente para assegurar
condig¢des nutricionais e hidratagdo adequadas.

A caracterizacao do ciclo estral das fémeas foi conduzida com precisdao por
meio da coleta diaria de esfregacos vaginais ao longo de trés ciclos estrais
consecutivos. A identificacdo dos estagios do ciclo estral — proestro, estro,
metaestro e diestro — foi realizada com base na andlise microscopica dos
esfregacos, conforme a metodologia estabelecida por Goldman et al., (2007). Os
critérios de classificacdo foram os seguintes: diestro caracterizado pela
predomindncia de leucocitos e presenca esporadica de células epiteliais
cornificadas; proestro identificado pela presenga predominante de células epiteliais
redondas e polinucleadas; estro evidenciado pela predominancia de células epiteliais
cornificadas; e metaestro com alta concentracao de células cornificadas associadas
a infiltracao de leucécitos.

A selecao dos animais foi criteriosa, abrangendo apenas fémeas virgens que
demonstraram ciclos estrais regulares e bem definidos. Esse rigor na selecao é
fundamental para assegurar a homogeneidade da amostra e minimizar variaveis que
possam influenciar a integridade dos dados experimentais. A aplicacdo meticulosa
desses protocolos de controle garante a precisdo e a confiabilidade dos resultados
obtidos, estabelecendo uma base soélida para a interpretagdo dos dados e a
formulagéao de conclusées cientificas robustas.
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3.1 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Os animais foram alocados aleatoriamente em quatro grupos experimentais,
cada um composto por 10 fémeas, para avaliar os efeitos do 1783-
ciclopentilpropionato de testosterona (TC). O delineamento experimental incluiu um
grupo controle nao tratado (GC) e trés grupos tratados com diferentes dosagens de
TC: TC1, administrado com 5 mg/kg; TC2, com 10 mg/kg; e TC3, com 20 mg/kg de
17B-ciclopentilpropionato de testosterona. Estas dosagens foram previamente
estabelecidas como eficazes na inducao de disturbios metabdlicos, pancreaticos,
adiposos e musculares em modelos murinos, conforme demonstrado por Gongalves
et al., (2019). O composto 17B-ciclopentilpropionato de testosterona (Deposteron,
EMS, Hortolandia, SP, Brasil) foi administrado por via intraperitoneal a cada 48
horas durante um periodo total de 12 semanas.

Apé6s a ultima administragdo do TC, os animais foram anestesiados com
trioromoetanol a uma dose de 250 mg/kg por via intraperitoneal e subsequentemente
sacrificados por pungéo cardiaca. O sangue coletado foi centrifugado a 3000 x g por
10 minutos a 4 °C para obter o plasma. Os ovarios e utero foram entédo dissecados e
pesados para avaliagao posterior.

Este estudo foi conduzido com a devida aprovagao do Comité Institucional de
Etica em Pesquisa Animal, conforme o Protocolo n? 579/2014. O rigor metodolégico
e o controle experimental rigoroso garantem a validade dos resultados e a

conformidade com os padrdes éticos estabelecidos para a pesquisa com animais.
3.2 AVALIACAO COMPORTAMENTAL

No teste de campo aberto, a avaliacao da atividade exploratéria e da resposta
ansiosa dos animais foi conduzida com rigor metodologico, 12 horas apés a
administragdo da ultima dose do tratamento, utilizando um aparato padronizado com
dimensodes de 72 x 54 x 35 cm, revestido com papel de filtro branco para garantir a
neutralidade do ambiente. Esse design experimental, conforme estabelecido por
Bronson et al., (1996a), proporciona uma plataforma controlada para a observagéo
do comportamento dos camundongos em um espaco desconhecido, essencial para
isolar os efeitos especificos dos tratamentos administrados.

O aparato foi meticulosamente marcado com uma grade de quadriculas de 3
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x 4 cm, permitindo a quantificagcdo precisa da exploracao espacial dos animais. A
colocacado dos camundongos no centro do aparato e a subsequente contagem dos
cruzamentos de linha em um intervalo de 4 minutos fornecem uma medida direta da
atividade exploratéria, um indicador critico da curiosidade e do comportamento
investigativo dos animais. Essa abordagem permite diferenciar entre
comportamentos exploratérios ativos e reacdes de ansiedade.

A separacdo dos registros das entradas nas duas pragas centrais e nas 10
pracas periféricas oferece uma analise detalhada da distribuicdo do tempo dos
animais entre as areas mais expostas e as menos expostas, refletindo seu nivel de
ansiedade. Adicionalmente, o monitoramento dos bolos fecais e das pocas de urina
serve como uma medida objetiva da ansiedade, considerando que a defecacéo e a
micgdo sao respostas fisiolégicas frequentemente associadas ao estresse e a
ansiedade.

Para garantir a integridade dos dados e minimizar a possibilidade de
contaminagdo cruzada, o revestimento de papel de filtro foi substituido entre os
testes, e todos os testes foram realizados exclusivamente com camundongos em
metaestro ou diestro. Essa abordagem assegura que as variagcbes hormonais
relacionadas a outras fases do ciclo estral ndo interfiram nos resultados
experimentais.

A Figura 6 fornece uma ilustracédo detalhada do aparato utilizado, facilitando a
compreensdo visual do teste e reforgcando a robustez do design experimental
adotado. Essa metodologia rigorosa e bem controlada é crucial para obter dados
confiaveis e interpretar de forma precisa os efeitos dos tratamentos sobre os

comportamentos exploratérios e ansiosos dos camundongos.
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Figura 6 - Representacao esquematica do teste de campo
aberto.

Fonte: Laboratério de Neurofisiologia da UFS.

A avaliacado da agressividade e da resposta sexual foi realizada utilizando um
protocolo rigorosamente estabelecido, com base no desenho experimental descrito
por Bronson et al, (1996). Neste estudo, foram utilizadas trinta fémeas de
camundongo, que foram pareadas com individuos dos grupos experimentais 24
horas apds a administragdo do tratamento final. As combinag¢des experimentais
incluiram o grupo controle versus os grupos tratados com 5 mg/kg (TC1), 10 mg/kg
(TC2) e 20 mg/kg (TC3) de 17B-ciclopentilpropionato de testosterona. Cada animal
foi testado em uma Unica ocasido para garantir a precisdo e a confiabilidade dos
dados obtidos.

Para a avaliacdo da agressividade, os camundongos foram colocados em
uma gaiola dividida por uma barreira sélida de 38 x 29 x 16 cm, com um
camundongo de cada grupo posicionado de cada lado da barreira. Apds um periodo
de aclimatacao de 4 horas, a barreira foi removida, permitindo a interacdo entre os
animais por 10 minutos. Durante esse periodo, foram monitorados comportamentos
indicativos de agressividade, incluindo o movimento da cauda, um marcador classico
de ataque iminente, e quaisquer episddios de luta foram registrados. Para avaliar a
resposta sexual, foram observadas e registradas a frequéncia de investigagdes ano-
genitais e a quantidade de montas realizadas pelos camundongos, conforme o0s
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métodos descritos por Barreto-Estrada, Parilla-Carrero e Jorge (2007). As fémeas do
grupo controle foram testadas exclusivamente durante os estagios de metaestro ou
diestro, enquanto as fémeas tratadas com TC seguiram um cronograma
experimental similar.

A sensibilidade nociceptiva foi avaliada por meio de dois testes distintos, o de
filamento de von Frey e o Tail-Flick, empregando metodologias estabelecidas e
validadas para a quantificacdo da resposta nociceptiva. No teste Tail-Flick, os
camundongos foram aclimatados na sala experimental por 1 hora antes da aplicagao
de uma fonte de calor radiante (Panlab, LE7106, MA, EUA), posicionada a 5 cm da
extremidade distal da cauda. Os animais foram contidos em um aparato cilindrico de
polipropileno perfurado, e a laténcia de retirada da cauda foi registrada quando o
animal respondeu ao calor. Foram realizadas trés medi¢cbes de laténcia por animal,
com intervalos de 5 minutos entre cada medicao, e um tempo maximo de corte de
10 segundos foi utilizado para prevenir danos térmicos.

No teste de filamento de von Frey, os camundongos foram posicionados em
compartimentos de vidro individuais sobre uma plataforma elevada de malha de
arame, 36 horas ap6s o tratamento final. Apdés um periodo de aclimatacdo de 30
minutos, estimulos mecanicos foram aplicados na superficie plantar utilizando
filamentos de von Frey com forcas de flexao crescentes. Cada estimulo foi aplicado
por aproximadamente 2 a 3 segundos, com intervalos de 5 minutos entre as
aplicagdes subsequentes. O limiar médio de retirada da pata (PWT) foi calculado a
partir de trés medicoes realizadas em intervalos de 5 minutos, refletindo a resposta
nociceptiva dos camundongos, conforme descrito por Kaliappan, Simone e Banik
(2018) e Bannon e Malmberg (2007).

3.3 AVALIACAO DOS EFEITOS DE HORMONIOS SEXUAIS: METODOS E
APLICACOES EXPERIMENTAIS

A quantificacdo dos hormdnios sexuais estrogénio, progesterona e
testosterona foi realizada utilizando ensaios imunoenzimaticos (ELISA), uma técnica
amplamente reconhecida por sua precisao e especificidade na medicdo de niveis
hormonais em amostras biolégicas. O estrogénio foi analisado empregando um kit
colorimétrico de 96 pocgos, conforme as orientacdes do fabricante (Abcam,
Cambridge, Reino Unido). Este kit permite uma faixa de deteccao de 20 pg/ml a
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2.000 pg/ml e possui uma sensibilidade de 8,68 pg/ml, garantindo a capacidade de
quantificar estrogénio com alta precisao em uma ampla gama de concentracdes. A
escolha deste kit foi baseada em sua comprovada eficacia na deteccédo de
estrogénio em estudos similares, assegurando a confiabilidade dos dados obtidos.

A progesterona foi quantificada utilizando um kit colorimétrico de 96 pocos,
seguindo as instrugdes do fabricante (Novus Biologicals, Centennial, CO, EUA). Este
método oferece uma faixa de detecgao de 0,3 ng/ml a 10 ng/ml e uma sensibilidade
de 0,2 ng/ml. A precisdo do kit para detectar niveis de progesterona € crucial para a
analise dos efeitos hormonais, especialmente em contextos experimentais onde a
variacdo hormonal deve ser monitorada de forma rigorosa. Para a quantificacdo da
testosterona, foi utilizado um kit colorimétrico de 96 pogos de acordo com as
diretrizes do fabricante (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, EUA). Este kit apresenta
uma faixa de deteccao de 3,9 pg/ml a 500,0 pg/ml e uma sensibilidade de 6,0 pg/ml.
A precisao deste ensaio € fundamental para avaliar os niveis de testosterona e suas
implicacbes bioldgicas.

Todos os kits empregados foram submetidos a rigorosos controles de
qualidade para garantir a auséncia de interferéncias e reatividade cruzada com
outros esteroides, com uma taxa de reatividade cruzada inferior a 0,004%. Para a
avaliacao do indice de aromatizacao (Al), foi calculado conforme a férmula Al =
niveis de estrogénio / niveis de testosterona, conforme descrito por Penatti, Porter e
Henderson (2009). O indice de aromatizacdo € uma métrica essencial para entender
as relacdes hormonais e suas possiveis alteragdes, fornecendo insights valiosos
sobre o equilibrio hormonal e suas variagdes. A utilizacdo destes métodos analiticos
avancados e a escolha criteriosa dos kits ELISA asseguram a obtengdo de dados
altamente confidveis e relevantes, imprescindiveis para a interpretagéo precisa dos
resultados e para o avanco do conhecimento na endocrinologia. A integridade
metodolodgica e a precisao analitica sdo fundamentais para a robustez dos achados

e para a fundamentacéo das conclusdes cientificas apresentadas nesta pesquisa.

3.4 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA POR MEIO DE ENSAIOS
MOLECULARMENTE ESPECIFICOS

A expressdo génica das proteinas Homeobox abdominal B10 (HOXA-10),
Fator Inibidor de Leucemia (LIF), Receptor Alfa de Estrogénio (ER-a) e Receptor de
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Progesterona (PR) foi avaliada em amostras de utero, enquanto a expressdo do
Citocromo P450 Familia 19 Subfamilia A Membro 1 (CYP19a1) foi examinada em
amostras de ovario. A selecao do gene ribossémico L19 (RPL19) como gene de
referéncia para normalizagéo foi feita com base nas recomendacgdes estabelecidas
por Lorenz et al., (2020).

Para a extracdo de RNA, as amostras uterinas foram individualmente
homogeneizadas em reagente TRIzol, seguindo rigorosamente as orientagées do
fabricante (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). A extracdo do RNA total foi realizada
conforme os protocolos recomendados. A avaliagdo da expressao dos genes-alvo foi
conduzida através de PCR quantitativo em tempo real (qQRT-PCR), de acordo com os
métodos descritos por Lorenz et al., (2020). O cDNA foi sintetizado utilizando um kit
comercial de transcricdo reversa (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EUA) e
seguindo as instrucdes fornecidas pelo fabricante.

Os primers empregados na amplificagdo dos genes-alvo foram previamente
validados (Kipp et al., 2007; Lorenz et al., 2020) e estdo detalhados na Tabela 1. A
reacdo de qPCR foi realizada utilizando o SYBR Green PCR Mastermix (Applied
Biosystems, Carlsbad, CA, EUA), em conformidade com as instrugdes do fabricante.
A quantificacao relativa da expressdo de mRNA foi determinada pelo método AACH,
no qual AACt = ACt do gene-alvo - ACt do gene de referéncia GAPDH. O valor de
ACt foi calculado como a diferenga entre o Ct do grupo de interesse e o Ct do grupo
de controle. A quantidade relativa (RQ) foi entdo calculada utilizando a formula RQ =
(1 + E)(-AACt), onde E representa a eficiéncia da amplificacdo. Os resultados
obtidos para cada gene-alvo foram expressos em termos de expressao dobrada em
relacdo aos valores de controle, sendo que a normalizagdo dos genes-alvo foi
realizada com base na expressdo do gene de referéncia e comparada com a
expressao do gene-alvo em amostras de controle (Lorenz et al., 2020).

Essa abordagem metodolégica permite uma quantificacao precisa e robusta
da expressdo génica, essencial para a andlise detalhada dos perfis de expressao
dos genes estudados em contextos fisioldégicos e patoldgicos relevantes. Nesse
sentido, a Tabela 1 € de extrema relevancia para a presente pesquisa, pois detalha
os primers utilizados na amplificagdo dos genes Homeobox abdominal B10 (HOXA-
10), Fator Inibidor de Leucemia (LIF), Receptor Alfa de Estrogénio (ER-a), Receptor
de Progesterona (PR) e Citocromo P450 Familia 19 Subfamilia A Membro 1
(CYP19a1) por meio de PCR quantitativo em tempo real (qQPCR). Cada primer,
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conforme especificado na tabela, foi rigorosamente validado e escolhido para
garantir a precisao e especificidade das reacdes, assegurando a obtencédo de dados
robustos e reprodutiveis. A inclusdo do gene ribossémico L19 (RPL19) como gene
de referéncia para a normalizagdo dos resultados, conforme as diretrizes
estabelecidas por Lorenz et al., (2020), é fundamental para a quantificagéo relativa
da expressdo génica. A tabela, portanto, ndo apenas proporciona os detalhes
técnicos necessarios para a realizacdo da gPCR, mas também é crucial para
assegurar a confiabilidade e a acuracidade dos resultados obtidos, permitindo uma

andlise comparativa eficaz entre as amostras experimentais e os controles.

Tabela 1 - Primers utilizados na reagdo em cadeia da polimerase quantitativa*.

Tamanho dos

Genes alvo PCR primers
produtos (bp)
Forward 5-GAAAACAGTAAAGCCTCTCC-3'
HOXA-10? 148
Reverse 5-ATAGAAACTCCTTCTCCAGC-3
Forward 5-ACCATTGACAAGAACCGGAG-3
ER-o® 170
Reverse 5-CCTGAAGCACCCATTTCATT-3
Forward 5-AGAGTCAACTGGCTCAACTC-3'
LIF? 95
Reverse 5- CTTATCCACGTTGTTGGGAA -3
Forward 5-GACCAGTCTCAACCAACTAGGC-3’
PGR? 137
Reverse 5-ACACCATCAGGCTCATCCAG-3’
Forward 5-ATGTTCTTGGAAATGCTGAACCC-3
CYP19A1° 150
Reverse 5-AGGACCTGGTATTGAAGACGAG-3
Forward 5-AGCCTGTGACTGTCCATTCC-3
RPL19° 99
Reverse 5-TGGCAGTACCCTTCCTCTTC-3

Fonte: Do autor.

Nota: * Todos os primers foram validados em estudos anteriores: a: Food Chem Toxicol.
2020;143:111560. b: J Biol Chem. 2007;282(50):36755-65. c: Reprod Fertil Dev.
2018;30(9):1225-1233.

3.5 AVALIACAO QUANTITATIVA DA ATIVIDADE DA AROMATASE: METODOS E
PROCEDIMENTOS

A avaliacao da atividade da aromatase (CYP19A) em amostras de ovario foi
conduzida utilizando um ensaio comercial de 96 pog¢os, seguindo rigorosamente as
diretrizes do fabricante (Abcam, Cambridge, Reino Unido). Este método de
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quantificacdo € de vital importancia, pois permite a medicdo precisa da atividade
enzimatica da aromatase, uma enzima crucial no metabolismo de esteroides e na
regulacdo hormonal. A atividade enzimatica foi detectada através de espectroscopia
de fluorescéncia com uma configuracao de excitacdo a 488 nm e emissao a 527 nm,
empregando o equipamento Varioskan Flash (Thermo Scientific, EUA). A utilizagdo
desse método garantiu a obtencdo de dados robustos e confiaveis, expressos em
unidades relativas de fluorescéncia (RFU) por minuto. Este procedimento néo
apenas assegura a sensibilidade e a precisdo na quantificagdo da atividade da
aromatase, mas também reforgca a importdncia da metodologia empregada na
analise detalhada das fung¢des bioquimicas em amostras biolégicas. Dessa forma, o
estudo contribui significativamente para a compreensdo dos mecanismos endocrinos

e metabdlicos associados a aromatase e suas implicacoes fisioldgicas.

3.6 ABORDAGENS E PROTOCOLOS PARA PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Para garantir a precisdo e a integridade da anadlise histologica dos tecidos do
ovario esquerdo, oviduto e Uutero, empregou-se um rigoroso protocolo de
processamento. Inicialmente, os tecidos foram imersos em formaldeido 10% p/v,
preparado recentemente em tampao fosfato 0,1 M (pH 7,2), por 48 horas a
temperatura ambiente, seguindo as diretrizes estabelecidas por Novaes et al. (2018).
Este método de fixacado € crucial para preservar a estrutura e a integridade celular,
assegurando que os detalhes morfolégicos dos tecidos sejam mantidos para analise
subsequente. Apos a fixacdo, as amostras foram desidratadas utilizando uma série
de solugdes de etanol e embebidas em metacrilato de 2-hidroxietila, conforme as
recomendacgdes da Leica Biosystems (Wetzlar, Alemanha), um procedimento que
facilita a obtengao de cortes histolégicos finos e de alta qualidade.

Os cortes semi-seriados, com espessura de 3 ym, foram meticulosamente
preparados, com duas laminas contendo seis cortes cada para cada animal, e
selecionados com um intervalo de 200 seg¢des para evitar a repeticdo da analise na
mesma area histologica. Esse intervalo foi escolhido com base no diametro médio
de um foliculo maduro pré-ovulatério de camundongo, que é de aproximadamente
424 micrémetros (Griffin et al., 2006), garantindo assim a representatividade das
amostras analisadas. A coloragcdo dos cortes com azul de toluidina e fucsina basica
seguiu os procedimentos descritos por Novaes et al, (2018), permitindo a
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visualizacdo detalhada das estruturas celulares e teciduais. As preparagdes
permanentes foram montadas com Entellan (Merk, Darmstadt, Alemanha), e as
imagens digitais foram capturadas utilizando um microscépio de campo claro
(AxionVision A1, Carl Zeiss, Alemanha) (Novaes et al., 2018).

A andlise das imagens histoldgicas, totalizando 432 imagens para cada grupo,
foi realizada de forma sistematica e aleatéria, utilizando uma lente objetiva de x20
(ampliacdo x200), o que possibilitou uma avaliagdo abrangente e precisa das
amostras. A abordagem metodoldgica adotada ndo apenas assegura a obtengéo de
dados histolégicos confiaveis, mas também contribui para a robustez e a validade
dos resultados obtidos, sendo fundamental para a interpretacdo das caracteristicas

teciduais e morfoldgicas investigadas.

3.7 AVALIACAO HISTOPATOLOGICA DO OVARIO, OVIDUTO E UTERO:
METODOLOGIAS E PROTOCOLOS

A analise histopatoldégica dos tecidos ovarianos, ovidutais e uterinos foi
conduzida com rigor metodoldgico, utilizando protocolos e metodologias bem
estabelecidos para garantir a precisédo e a relevancia dos resultados. Para o ovario,
a avaliacao histopatoldgica seguiu as diretrizes descritas por Scudamore et al.,
(2014), considerando aspectos morfolégicos classicos, tais como: (i) a proporgcéao
entre estroma e parénquima, (ii) a celularidade intersticial e o grau de infiltracao
inflamatéria, (iii) a presenca de hipertrofia ou hipotrofia celular, e (iv) a dilatagdo ou
colapso dos vasos sanguineos. A analise das pregas mucosas do oviduto incluiu a
observacdo do tamanho e da ramificacdo dessas estruturas, enquanto no utero,
foram investigadas as condi¢des do endométrio e do miométrio, com foco em
hipertrofia ou hipotrofia.

A analise histopatolégica foi realizada por um patologista cego em relagdo aos
grupos experimentais, assegurando a imparcialidade dos resultados. Os achados
foram descritos qualitativamente para cada 6rgdo. Dada a complexidade
microestrutural do ovario e suas implicagdes na dindmica folicular, foi adicionalmente
utilizado um escore histopatol6égico geral para uma avaliagdo mais abrangente. Este
escore, baseado em um método semiquantitativo, emprega um sistema de diagrama
de campo estratificado em quatro niveis: (-) sem dano ou normal, (- - +) leve, (+ +)
danos moderados e (+ + +) graves, conforme descrito por Felizardo et al. (2018).
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Para assegurar a validade das observacbes, 6rgdos de animais controle nao
tratados foram utilizados como referéncia para a normalidade microestrutural. Esse
rigor na abordagem metodologica e na interpretagéao dos dados fortalece a robustez
dos resultados obtidos, proporcionando uma analise detalhada e confidvel dos

tecidos estudados.
3.8 CARACTERIZAQAO MICROESTRUTURAL DO OVARIO, OVIDUTO E UTERO

A analise microestrutural dos tecidos ovarianos, ovidutais e uterinos foi
conduzida com rigor metodolégico, empregando protocolos e abordagens altamente
detalhados para garantir a precisao e a robustez dos resultados obtidos. A avaliagao
do numero e da proporgcao de foliculos ovarianos nao atrésicos, identificados pela
auséncia de nucleos picnéticos, foi realizada através de uma contagem diferencial
dos estagios foliculares. Essa contagem foi normalizada pela area ovariana, e os
foliculos foram quantificados em seis areas transversais dos ovarios de cada animal.
Para a medicdo da area histologica, foi utilizada planimetria computacional,
empregando o software de andlise de imagens Image Pro-Plus 4.5® (Media
Cybernetics, Silver Spring, EUA) (Santos et al., 2018). A classificagdo dos subtipos
foliculares seguiu um sistema modificado baseado nas descricdes de Pedersen e
Peters (1968) e Meng et al. (2021), incluindo: (i) Foliculo primordial (PF), (ii) Foliculo
primario unilaminar (UPF), (iii) Foliculo primario multilaminar (MPF), (iv) Foliculo pré-
antral (PAF), (v) Foliculo antral (AF) e (vi) Foliculo atrésico (AT). A analise
microestrutural dos foliculos no cortex ovariano incluiu a avaliacdo da espessura da
camada granulosa e do volume folicular, sendo este ultimo calculado pelo método do
esferoide oblato: V = (4/3) x m x a% x b, onde a e b representam os raios menor e
maior, respectivamente (Levi et al, 2011). A espessura da camada granulosa foi
medida em quatro pontos equidistantes e perpendiculares, com a espessura media
(MT) calculada como MT = (T1 + T2 + T3 + T4)/4. Medidas foram realizadas apenas
em odécitos centralmente seccionados, utilizando o nucléolo como ponto de
referéncia (Meng et al., 2021). Na medula ovariana, a densidade numérica das
células estromais e a densidade volumétrica dos vasos sanguineos foram
quantificadas nas imagens histolégicas obtidas com aumento de 400x (Silva et al.,
2020).

Para o oviduto, foram quantificados o0s seguintes parametros
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histomorfométricos: (i) espessura média da parede, (ii) altura e largura das pregas
mucosas, (iii) altura do epitélio de revestimento e (iv) relagdo entre a area do limen
e a area da parede. A espessura média da parede do oviduto (MTOW) foi
determinada em regides livres de pregas mucosas, sendo medida em quatro pontos
aleatérios equidistantes e perpendiculares, conforme MTOW = (T1 + T2 + T3 +
T4)/4. A largura das pregas mucosas (MFOW) foi avaliada em dez imagens por
animal, considerando a largura média obtida na base, regido intermediaria e apice
de cada dobra, conforme MFOW = (T1 + T2 + T3)/3. A altura das pregas mucosas foi
definida pelo maior comprimento entre o apice das pregas e uma linha perpendicular
que intercepta sua base. Para o utero, os parametros avaliados foram: (i) espessura
média da parede, (ii) espessura do endomeétrio e miométrio, (iii) altura do epitélio de
revestimento e (iv) relagéo entre a area do lumen e a area da parede. A espessura
média do endométrio e do miométrio foi medida em quatro pontos aleatérios e
equidistantes, com a espessura média calculada como MT = (T1 + T2 + T3 + T4)/4.
Todas as medigbes foram realizadas com precisdo usando planimetria
computacional, utilizando o software Image Pro-Plus 4.5° (Media Cybernetics, Silver
Spring, EUA) (Sequetto et al., 2013). As andlises quantitativas microestruturais foram
conduzidas por um patologista cego para todos o0s grupos de intervencao,
assegurando a imparcialidade e a integridade dos dados analisados.

3.9 AVALIACAO DA FERTILIDADE REPRODUTIVA

A avaliacdo da eficiéncia reprodutiva foi realizada conforme o protocolo
meticulosamente descrito por Sharma et al. (2021), com o intuito de assegurar uma
analise rigorosa e precisa dos parametros reprodutivos. Os animais foram
aleatoriamente alocados em grupos experimentais, cada um contendo oito fémeas, o
que possibilitou uma comparacédo equilibrada entre as condi¢cées de tratamento e
controle. Camundongos tratados com TC apresentaram diestro persistente e,
portanto, foram submetidos a um periodo de recuperagdo do ciclo estral antes da
reintegracdo ao protocolo experimental. Esta abordagem visou normalizar o ciclo
estral, minimizando as varidveis que poderiam influenciar os resultados do
experimento.

Apos a normalizagao do ciclo estral, as fémeas dos grupos controle e TC, que
estavam no estagio de proestro, foram acasaladas com machos em gaiolas de
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polipropileno (17,5 x 27,5 x 13,0 cm) na proporcao de 1:2 (macho-fémea), conforme
pratica estabelecida na literatura para garantir o sucesso do acasalamento. O
sucesso do acasalamento foi validado pela deteccdo de um plugue vaginal,
sinalizando o inicio da gestacao. A monitorizagéo continua das fémeas durante todo
o periodo gestacional foi essencial para garantir a integridade e a precisdao dos
dados obtidos.

Os indicadores de eficiéncia reprodutiva foram definidos com base no
tamanho da ninhada, que inclui tanto o numero de filhotes vivos quanto de
natimortos, além do peso corporal médio dos filhotes ao nascimento. A viabilidade
dos filhotes foi adicionalmente avaliada pela quantidade de filhotes vivos e sua
massa poés-natal. Para calcular o sucesso de sobrevivéncia (SS, %), foi utilizada a
férmula: SS = (3 ninhada desmamada x 100) / }litro nascido vivo (Carvalho et al.,
2009).

3.10 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados como média + desvio padrdao (DP) ou
mediana e intervalos interquartis, conforme a distribuicdo dos dados. A normalidade
dos dados foi rigorosamente avaliada utilizando o teste de D'Agostino-Pearson. Para
os dados que seguiram uma distribuicdo normal, a andlise estatistica foi conduzida por
meio de analise de variancia unidimensional (one-way ANOVA), complementada pelo
teste post hoc de Student-Newman-Keuls (SNK), permitindo a identificacdo de
diferengas significativas entre os grupos experimentais. Em contraste, para dados que
ndo seguiram uma distribuicdo normal, foi aplicado o teste ndo paramétrico de
Kruskal-Walllis, que € apropriado para comparacoes entre multiplos grupos quando as
suposicoes de normalidade ndo sao atendidas. Considerou-se que um valor de p <
0,05 indicava uma diferenca estatistica significativa, estabelecendo um rigoroso

critério de significancia para todas as andlises realizadas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A crescente atencdo voltada para compostos quimicos que afetam o sistema
enddcrino, especialmente o sistema reprodutor feminino, reflete uma preocupagéao
crescente com as implicagdes para a saude publica e animal. Espartero et al. (2022)
destacam que os desreguladores enddcrinos tém a capacidade de mimetizar ou
antagonizar os efeitos dos horménios esteroides, levando a alteragdes significativas
e potencialmente prejudiciais no sistema enddcrino. Essas alteracées podem
impactar severamente o desenvolvimento e a funcao do sistema reprodutor feminino,
desde a puberdade até a menopausa, influenciando a regulacao do ciclo menstrual,
o desenvolvimento dos érgaos sexuais e a fertilidade. Liao et al., (2022) ressaltam a
importancia dos horménios na manutengcdo da homeostase e no controle do
desenvolvimento, observando que qualquer disfuncdo no sistema enddcrino pode
resultar em condicbes graves, como irregularidades menstruais, anovulacdo e
infertilidade. A exposicdo a desreguladores enddcrinos pode perturbar a secregéao
hormonal e a fungdo normal dos hormdnios, comprometendo a capacidade
reprodutiva das fémeas (Espartero et al., 2022). Portanto, a compreenséo detalhada
desses mecanismos é crucial para a formulagcdo de estratégias eficazes que
mitiguem os efeitos adversos desses compostos sobre o sistema reprodutor
feminino.

Além disso, ha evidéncias crescentes de que hormdnios contaminantes
presentes em ambientes aquaticos e alimentos destinados ao consumo humano
podem ter efeitos adversos sobre a fertilidade das fémeas de mamiferos. Ruiz-
Garcia, Roco e Bullejos (2021) e Alemany (2022) documentam que a exposicao a
hormbnios contaminantes pode comprometer significativamente a fertilidade das
fémeas, com efeitos variando de acordo com a via de administracdo, a dose e a
duracao da exposicado. Estudos mostram que a exposicdo a andrégenos durante o
desenvolvimento pré-natal pode induzir masculinizacdo psicologica e alteracdes
comportamentais, prejudicando o desenvolvimento do fendtipo feminino e a fungao
reprodutiva (Hotchkiss et al.,, 2007; Huffmand; Hendricks, 1981). No entanto, Ruiz-
Garcia et al., (2021) e Alemany (2022) observam que muitos estudos se concentram
em doses elevadas e periodos curtos de tratamento, o que pode nao refletir
adequadamente os efeitos de exposicbes prolongadas e baixas doses. Essa

limitacdo ressalta a necessidade de modelos experimentais mais representativos,
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que simulem condicbes ambientais reais para fornecer uma compreensdo mais
precisa dos riscos para a saude reprodutiva.

Os resultados do presente estudo, que administrou 173-ciclopentilpropionato
de testosterona por via intraperitoneal a cada 48 horas durante 12 semanas,
fornecem novas evidéncias sobre os efeitos prolongados e de alta dose desses
compostos quimicos no sistema reprodutor feminino. Os dados mostram que todos
0s grupos tratados apresentaram comportamentos significativamente mais ansiosos
em comparagdo com O grupo controle, evidenciado pela redugcao na exploragéo
espacial e pelo aumento na liberacdo de fezes e urina durante o teste de campo
aberto. Esses achados séo consistentes com a literatura existente sobre os efeitos
dos esteroides anabolizantes no comportamento (Hotchkiss et al., 2007). O efeito
dose-dependente observado, com o grupo TC3 mostrando comportamento ansioso
mais pronunciado do que os grupos TC1 e TC2, sublinha a importancia de
considerar a dose e a duracdo da exposi¢cao ao avaliar os riscos associados aos
desreguladores enddcrinos. A evidéncia comportamental significativa destaca a
necessidade de uma avaliagdo critica da segurangca e dos riscos dos compostos
quimicos que afetam o sistema endocrino. Este estudo contribui para a
compreensdo dos impactos comportamentais e fisiolégicos dos esteroides
anabolizantes e reforca a urgéncia de regulamentacbes mais rigorosas para o
manejo desses compostos, visando proteger a saude reprodutiva feminina e prevenir
efeitos adversos a longo prazo.

Como ilustrado na Figura 7, os resultados obtidos mostram que todos os
grupos tratados com 17B-ciclopentilpropionato de testosterona apresentaram um
comportamento ansioso significativamente mais acentuado em compara¢cao com o
grupo controle. Esse comportamento ansioso foi caracterizado por uma redugao
notavel na exploragcdo espacial e um aumento significativo na liberagao de fezes e
urina durante o teste de campo aberto (P<0,05). A Figura 7 evidencia claramente
essas diferencas comportamentais, demonstrando a relagao entre o tratamento com
esteroides anabolizantes e o aumento da ansiedade nos animais experimentais.
Além disso, a analise dos dados revelou um efeito dose-dependente, com o grupo
TC3 exibindo comportamentos ansiosos mais acentuados em relacdo aos grupos
TC1 e TC2, corroborando a hipdtese de que a exposicao prolongada e em alta dose
aos esteroides anabolizantes pode induzir alteracbes comportamentais mais

severas. Esses resultados confirmam achados anteriores sobre os efeitos adversos
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dos esteroides anabolizantes, reforcando a necessidade de uma analise
aprofundada dos impactos a longo prazo desses tratamentos sobre o sistema
reprodutor feminino e sublinhando a importancia de regulamentagdes mais rigorosas

para a utilizagdo desses compostos em contextos experimentais e clinicos.

Figura 7 - Comportamento ansioso em camundongos fémeas tratados com 17[3-

ciclopentilpropionato de testosterona.
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Fonte: Do autor.

Legenda: Os dados sé@o expressos como média e desvio padrdo da média. Grupos: CNT =
Controle nao tratado; TC1 = 5 mg/kg de 17B-ciclopentilpropionato de testosterona;
TC2 = 10 mg/kg de 17B-ciclopentilpropionato de testosterona; TC3 = 20 mg/kg de
17B-ciclopentilpropionato de testosterona. Grupos com letras diferentes (a, b, ¢, d)
apresentam diferenca estatistica (P<0,05), e grupos com qualquer letra em
comum nao diferem estatisticamente (P>0,05).

A Figura 7 ilustra a exploracao espacial (painéis A e B), bem como a liberagéao
fecal e urinaria (painel C), utilizados como indicadores de ansiedade no teste de
campo aberto em camundongos fémeas, tanto nao tratados quanto tratados com
17B-ciclopentilpropionato de testosterona (TC). Observou-se que camundongos
fémeas nao tratados demonstraram uma maior exploracao espacial em comparacao
aos tratados com TC, com a exploracdo mostrando uma relacdo inversamente
proporcional a dose administrada: doses menores resultaram em maior exploracao
do campo aberto. No painel C, os dados de urina e fezes eliminadas refletem o nivel
de ansiedade dos animais tratados, com um aumento proporcional a dose
administrada de 17-ciclopentilpropionato de testosterona (20 mg/kg), evidenciando
uma resposta ansiosa mais acentuada. Ramos (2002) sugere que um aumento na
exploracao periférica pode indicar um aumento na ansiedade, ja que animais
ansiosos tendem a explorar mais a periferia do campo aberto.

Esses achados contrastam com estudos anteriores sobre o decanoato de

nandrolona, um andrégeno diferente, que ndo mostrou variagdes significativas na
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locomocgao espontanea, mesmo com aumento de dose (Bing et al., 1998; Bitran et
al., 1993; Bronson, 1996a; Clark; Fast, 1996; Martinez-Sanchis et al., 2003). Essa
discrepancia sugere que os efeitos comportamentais da testosterona podem ser
distintos daqueles observados com outros andrégenos.

Pesquisas adicionais revelam efeitos variados da testosterona sobre a
atividade motora. Cunningham, Locatelli e Rodriguez (2011) e Wang et al., (2016)
demonstraram que a testosterona esta positivamente correlacionada com o aumento
da atividade motora em ratos, sugerindo um efeito estimulante sobre o
comportamento motor. Por outro lado, Lambadjieva (1998) e Onaolapo et al. (2016)
relataram uma reducdo na atividade motora associada a testosterona. Estudos
anteriores confirmam que hormdnios androgénicos desempenham um papel crucial
na modulacdo do sistema dopaminérgico (De Souza Silva et al, 2009),
especificamente através da via nigroestriatal, que € fundamental para o controle do
movimento voluntario (Luo; Huang, 2016). Johnson et al., (2010) e Khan (2002)
evidenciam que a gonadectomia em roedores machos reduz a atividade motora,
mas a suplementacdo com testosterona reverte essa reducgdo, sublinhando a
importancia do horménio para a manutencdo da atividade motora em condicoes
fisiolégicas normais.

A testosterona pode influenciar a atividade motora por meio de varios
mecanismos, incluindo a modulagdo da sintese e liberagdo de dopamina e a
regulacdo da expressao dos transportadores de dopamina como DAT e VMAT-2 (De
Souza Silva et al., 2009; Purves-Tyson et al.,, 2014). Além disso, os andrégenos
podem ativar vias intracelulares como o ERK/MAPK, desempenhando um papel
significativo na neuroprotecao (Nguyen; Yao; Pike, 2005; Hatanaka et al., 2009). A
biotransformacdo da  testosterona, convertendo-a em  estradiol ou
dihidrotestosterona, também contribui para seus efeitos neuroprotetores (Bethea et
al., 2016; Celec et al., 2015; Pedersen; Brownrout; Saldanha, 2018; Yang et al.,
2019). Portanto, um possivel sinergismo entre testosterona, estradiol e
dihidrotestosterona pode explicar o efeito neuroprotetor observado no sistema
dopaminérgico (Turan et al., 2019).

No estudo de Kalinine (2011), foi observado que ratas fémeas nao exibiram
diferencas comportamentais significativas entre os grupos tratados com doses
subcrénicas de testosterona (0,05; 0,1 e 0,2 mg/kg), indicando que tais doses nao

afetam a organizagdo cerebral nem a locomogao. Contudo, tratamentos crénicos
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com testosterona n&o mostraram diferengas significativas em varidveis como
distancia percorrida, velocidade média e tempo no centro do aparato, em
comparagao ao grupo controle.

Estudos recentes sugerem que pequenas doses de testosterona podem
elevar a ansiedade, enquanto doses maiores podem reduzir esse efeito. A
administracdo de 17(-ciclopentilpropionato de testosterona demonstrou reduzir
comportamentos sociais medrosos e evasivos (Alemany, 2022; Ruiz-Garcia; Roco;
Bullejos, 2021). A testosterona estd associada ao aumento da atividade do acido y-
aminobutirico (GABA) e da serotonina, ambos implicados no transtorno de
ansiedade.

A Figura 8 apresenta a resposta comportamental em relagdo a agresséo e
comportamento sexual em camundongos fémeas tratados com 17(-
ciclopentilpropionato de testosterona. Todos os grupos tratados com 17(3-
ciclopentilpropionato de testosterona exibiram um aumento significativo no
comportamento sexual e nas respostas agressivas em comparagdo com 0O grupo
controle (P<0,05). Observou-se que a frequéncia de montas, a investigacéo
anogenital, o barulho de cauda e o inicio de ataques foram mais frequentes no grupo
TC3, que recebeu a maior dose de testosterona, em comparacdo com 0S grupos
TC1 e TC2 (P<0,05).
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Figura 8 - Comportamento agressivo e sexual em camundongos fémeas tratados

com 17B-ciclopentilpropionato de testosterona.
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Fonte: Do autor.

Legenda: Os dados sao expressos como média e desvio padrao da média para as respostas
sexuais (painéis A e B) e agressivas (painéis C e D) observadas em camundongos
fémeas, tanto no grupo controle nao tratado quanto nos grupos tratados com 17f3-
ciclopentilpropionato de testosterona. Os grupos experimentais incluem CNT
(controle nao tratado), TC1 (5 mg/kg de 17B-ciclopentilpropionato de
testosterona), TC2 (10 mg/kg de 17B-ciclopentilpropionato de testosterona) e TC3
(20 mg/kg de 17pB-ciclopentilpropionato de testosterona). Grupos com letras
diferentes (a, b, c, d) apresentam diferencas estatisticamente significativas
(P<0,05), enquanto grupos com letras comuns nao diferem significativamente
(P>0,05).

A agressividade em roedores, incluindo estudos com relagdo ao sistema
reprodutor feminino, pode ser avaliada pela observacao da quantidade e qualidade
dos atos agressivos. Pesquisas anteriores tém mostrado que a administracdo de
esteroides androgénicos, como a testosterona, pode influenciar esses
comportamentos. Em roedores, a agressividade tem sido associada ao impacto de
horménios sobre o sistema reprodutor, incluindo o ovario e o utero (Clark;
Henderson, 2003; McGinnis, 2004).

Breuer et al, (2001) conduziram um estudo em ratos Long-Evans,
administrando propionato de testosterona, decanoato de nandrolona e estanozolol
na dose de 5 mg/kg, cinco vezes por semana, durante 12 semanas. Os resultados
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demonstraram um aumento significativo no comportamento agressivo dos animais
tratados em comparagdo com o grupo controle. Esse aumento pode estar
relacionado ao efeito dos esteroides sobre o sistema endocrino, que inclui o ovario,
e como isso pode refletir em comportamentos agressivos. A testosterona, ao
modular o sistema reprodutivo, pode alterar o equilibrio hormonal e influenciar
comportamentos associados a agressividade.

McGinnis (2004) investigou a interagédo entre o propionato de testosterona e a
provocacgao fisica (puxada da cauda) em roedores, revelando um aumento da
agressividade apenas sob condicdes de provocacao. Este efeito pode ser mediado
por alteracbes hormonais que impactam o funcionamento do sistema reprodutivo,
particularmente o ovario, que € crucial para a regulagdo dos niveis hormonais. Na
auséncia de provocacao, nao houve diferenca na agressividade entre os animais
tratados e o grupo controle, sugerindo que a interacao entre hormonios e estimulos
externos pode ser um fator determinante para a expressao da agressividade.

Estudos demonstram que os efeitos da testosterona sobre o comportamento
sexual agressivo sdo complexos e podem variar dependendo do tipo de andrdgeno,
da dose administrada, da duragdo do tratamento e das caracteristicas do animal,
como idade e sexo (Clark; Henderson, 2003). No sistema reprodutivo feminino, a
testosterona pode alterar a funcdo do ovario e a producdo de horménios sexuais,
influenciando assim o comportamento agressivo.

Em humanos, o uso indiscriminado de esteroides anabolizantes androgénicos
(EAA) tem sido associado a comportamentos agressivos e violéncia nao provocada.
Estudos indicam que o uso crbnico desses esteroides pode aumentar a
agressividade, especialmente a verbal, e esta correlacionado ao aumento de
homicidios cometidos por adolescentes (Brooks; Reddon, 1996; McGinnis, 2004).
Esses efeitos podem ser explicados pelo impacto dos esteroides sobre o sistema
enddcrino, incluindo o sistema reprodutivo e a regulacao hormonal.

Wingfield (1990) relacionou niveis elevados de testosterona com
comportamentos agressivos e associou esses comportamentos a reproducao,
incluindo a defesa de territério e protecdo de fémeas. No entanto, Giammanco
(2005) demonstrou que em algumas espécies, como Iémures e camundongos, a
testosterona sozinha néo é suficiente para explicar a agressao, sugerindo que outros
andrégenos podem intermediar esse comportamento. Em humanos, a relagdo entre

testosterona e agressividade é mais clara em adultos do que em criangas, refletindo
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a complexidade da interacao entre horménios e comportamento.

Estudos da década de 1990 (Archer, 1996; Harris et al., 1996; Mazur; Booth,
1998) mostraram que a agressividade, a dominancia e o comportamento pré-social
estdo correlacionados com niveis de androgenos circulantes. A pesquisa realizada
por Rohden (2011) confirmou que a testosterona pode também promover
comportamentos afetuosos e sociaveis, influenciando a atividade neurolégica, como
a producdo de ocitocina, o "horménio do amor". Esses achados sugerem que,
dependendo do contexto, a testosterona pode promover tanto comportamentos
agressivos quanto sutis e afetuosos.

A Figura 9 ilustra os marcadores de sensibilidade nociceptiva em
camundongos tratados com esteroides anabolizantes. Os dados mostram que o0s
grupos tratados com 17B-ciclopentilpropionato de testosterona apresentaram um
aumento significativo na sensibilidade mecénica e térmica, evidenciado por uma
reducdo nos limiares de percepcdo, em comparagao com 0s animais do grupo
controle (P<0,05). Além disso, os limiares mecanico e térmico foram particularmente
reduzidos nos animais do grupo TC3 em comparacdo aos grupos TC1 e TC2
(P<0,05), indicando uma resposta dose-dependente a administracao do esteroide.
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Figura 9 - Respostas nociceptivas mecanicas (A) e térmicas (B)
em camundongos fémeas nao tratados e tratados
com diferentes doses de 17B-ciclopentilpropionato

de testosterona.
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Fonte: Do autor.
Legenda: Os grupos experimentais sdo: CNT = Controle n&o tratado;

TC1 = 5 mg/kg de 17B-ciclopentilpropionato de
testosterona; TC2 = 10 mg/kg de 17B-ciclopentilpropionato
de testosterona; TC3 = 20 mg/kg de 178B-

ciclopentilpropionato de testosterona. Os dados séo
expressos como meédia * desvio padrdo da média. As
letras diferentes (a, b, ¢, d) indicam diferencas estatisticas
significativas (P<0,05) entre os grupos, enquanto letras
comuns indicam auséncia de diferengca estatistica
(P>0,05).

A interpretacdo objetiva da dor é um aspecto crucial na pesquisa sobre
mecanismos de dor. No contexto do sistema reprodutor feminino, as variacoes
hormonais podem impactar significativamente a percepcdo da dor e suas
manifestacdes clinicas. O teste de formalina, que quantifica a intensidade da dor
com base em parametros comportamentais, € amplamente utilizado para essa
finalidade (Coderre et al., 1993; Dubuisson; Dennis, 1997). No entanto, quando se
considera a complexidade do sistema reprodutor feminino, incluindo os ovarios e o
Utero, as alteracbes hormonais especificas podem influenciar a intensidade e a
qualidade da dor experimentada pelas mulheres.
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A testosterona, um hormdnio comumente associado aos homens,
desempenha um papel significativo na modulagdo da dor também no sistema
reprodutor feminino. Estudos indicam que a testosterona pode atuar através de
mecanismos enddgenos de analgesia, promovendo a liberacdo de substancias
semelhantes a morfina, que ajudam a atenuar a dor (Favaro-Moreira et al., 2015).
No contexto do ciclo menstrual, a variabilidade hormonal, especialmente os niveis de
estrogénio e progesterona, tem um impacto notavel na percepg¢ao da dor. Durante o
ciclo menstrual, especialmente no inicio da ovulacdo e menstruacdo, as mulheres
podem experimentar variacdes significativas na gravidade dos sintomas dolorosos
devido as flutuagdes hormonais (Leresche, 2000). A menor concentragdo de
testosterona nas mulheres, em comparagdo com os homens, aliada as flutuagdes
nos niveis de estrogénio e progesterona, pode contribuir para essas variagbes na
percepcao da dor.

A presenca de estrogénio e progesterona no sistema reprodutor feminino
pode influenciar a gravidade da dor. Por exemplo, baixos niveis de estrogénio ou
uma rapida queda desses niveis estdo associados a um aumento nos sintomas
dolorosos, como dores de cabeca e enxaquecas. O uso de contraceptivos orais
combinados tem mostrado aliviar esses sintomas ao estabilizar os niveis hormonais
(Martin et al., 2005). Durante a puberdade, as mulheres possuem niveis de
testosterona significativamente mais baixos em comparacdo com os homens, o que
pode oferecer uma protecéo relativa contra certas condi¢des dolorosas, como a dor
nas articulagdes temporomandibulares (Fischer; Clemente; Tambeli, 2007).

Além disso, estudos como o de Aloisi e Bonifazi (2006) demonstram que
mulheres com artrite reumatoide e baixos niveis de testosterona podem apresentar
sintomas de dor mais intensos e uma maior prevaléncia de lesbées no pescoco e
ombro. A administracdo de andrégenos, como a testosterona, pode aliviar esses
sintomas dolorosos. No entanto, a complexidade dos efeitos da testosterona, devido
a sua metabolizacdo em estradiol pela aromatase e as variagdes hormonais entre 0s
Sexos, sugere que mais pesquisas sao necessarias para entender completamente
esses efeitos. A consideragdo dessas diferengas hormonais pode ser crucial para o
desenvolvimento de tratamentos farmacoldgicos mais eficazes e personalizados
para a dor.

A teoria das duas células/duas gonadotrofinas sugere que os andrégenos
desempenham um papel vital na esteroidogénese adequada no sistema reprodutor
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feminino, atuando como substrato para a atividade aromatase nas células da
granulosa dos ovarios, onde sao convertidos em estrogénios. Além disso, 0s
andrégenos podem exercer efeitos diretos na regulacdo da fungédo folicular.
Receptores androgénicos, identificados em estudos imuno-histoquimicos no ovério
humano, sédo regulados durante o desenvolvimento dos foliculos ovarianos, com
uma redugéao progressiva a medida que os foliculos amadurecem (Hillier et al., 1997;
Horie et al., 1992; Suzuki et al., 1994).

Os dados apresentados na Figura 10 demonstram as alteragdes nos niveis
circulantes de hormdnios sexuais em camundongos tratados com 17(3-
ciclopentilpropionato de testosterona. O tratamento resultou em disturbios
significativos nos niveis hormonais, com um aumento na testosterona e uma
diminuicdo na progesterona e estradiol, evidenciando um impacto dependente da
dose. Esses resultados sublinham a influéncia dos esteroides anabolizantes nos
niveis hormonais e destacam a necessidade de considerar essas variacdes
hormonais ao investigar a modulagdo da dor no sistema reprodutor feminino. As
observacgdes sdo fundamentais para o desenvolvimento de abordagens terapéuticas
mais eficazes, alinhadas as necessidades especificas de cada paciente.
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Figura 10 - Alteracbes nos Niveis Circulantes de Horménios Sexuais em
Camundongos Fémeas Tratadas com 173-Ciclopentilpropionato de

Testosterona.
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Fonte: Do autor.

Legenda: Niveis circulantes de testosterona (A), estradiol (B) e progesterona (C) em
camundongos fémeas nao tratados e tratados com testosterona 17(3-
ciclopentilpropionato (TC). Grupos: CNT= Controle ndo tratado; TC1= 5 mg/kg de
17B- ciclopentilpropionato de testosterona; TC2 = 10 mg/kg de 17B-
ciclopentilpropionato de testosterona; TC3 = 20 mg/kg de 178B-
ciclopentilpropionato de testosterona. Os dados s&o expressos como média e
desvio padrdao da média. Grupos com letras diferentes (a, b, ¢, d) apresentam
diferenca estatistica (P<0,05) e grupos com qualquer letra em comum nao diferem
estatisticamente (P>0,05).

Os horménios, sintetizados pelas glandulas endocrinas, desempenham um
papel crucial na regulacdo das fungbes corporais essenciais, como crescimento,
reproducao e metabolismo. No contexto feminino, o ciclo hormonal mensal, inerente
a menstruacao, pode provocar variagbes de humor e desconfortos, como coélicas
menstruais, evidenciando a complexidade e a importancia do equilibrio hormonal
(Shen et al., 2022). No entanto, a desregulacdo hormonal pode levar a sintomas
adversos significativos, como acne e crescimento excessivo de pelos faciais, que
sao frequentemente associados a disturbios androgénicos (Vautrin et al., 2016).

A testosterona, produzida pelos ovarios e glandulas endécrinas, é essencial
para a saude feminina e exerce fungdes importantes no sistema reprodutivo.
Contudo, niveis excessivos de testosterona podem provocar consequéncias
adversas, incluindo alteragdes hormonais que afetam negativamente a saude e o
bem-estar da mulher (Shen et al., 2022; Vautrin et al., 2016).

Além disso, a desregulacdo dos hormdnios estrogénio e progesterona é
associada a uma série de disturbios fisiologicos e psicolégicos. Alteragdes nos niveis
desses horménios podem resultar em disturbios do sono, fadiga, ondas de calor e
ganho de peso. Essas flutuagbes também s&o conhecidas por aumentar a
ansiedade, irritabilidade e o risco de transtornos depressivos. A reducao dos niveis
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de estrogénio est4d diretamente relacionada a diminuigdo da serotonina,
neurotransmissor crucial para a regulacao do humor, evidenciando a importancia do
equilibrio hormonal para a saude mental (Maclean; Hayashi, 2022).

Portanto, o equilibrio hormonal €& fundamental para manter funcdes
fisiolégicas saudaveis, como sono reparador, aumento de energia, regulacdo da
temperatura corporal e saude da pele e cabelo, além de prevenir o acumulo
excessivo de gordura (Maclean; Hayashi, 2022). A suplementacao com testosterona
pode influenciar significativamente esses processos, alterando os niveis hormonais e
afetando a regulacao fisiol6gica do organismo, com potenciais consequéncias para a
saude da mulher.

A Figura 11 apresenta a expressdo do gene CYP19A1 e a atividade da aromatase
em camundongos tratados com diferentes doses de 17B-ciclopentilpropionato de
testosterona. Os dados indicam que tanto a expressao do gene CYP19A1 quanto a atividade
da aromatase foram significativamente reduzidas apenas nos animais tratados com a dose
mais alta de 17B-ciclopentilpropionato de testosterona, em comparagdo com 0s
camundongos nao tratados (P < 0,05). Nao houve diferengas significativas nos parametros
observados nos grupos TC1 e TC2 em relagdo ao grupo controle (P > 0,05). A taxa de
aromatizagdo aumentou nos camundongos nao tratados e reduziu de forma dependente da
dose nos grupos TC1, TC2 e, especialmente, no grupo TC3, que apresentou a menor taxa
de aromatizacdo em comparacdo com os demais grupos (P < 0,05). Esses achados
sublinham a influéncia dose-dependente da testosterona na regulagdo da aromatizacgéo,
destacando a importancia de uma abordagem cuidadosa na suplementagdo hormonal para

evitar distUrbios associados.
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Figura 11 - Expressao do gene CYP19a1 (A), atividade da aromatase (B) e indice de
aromatizacao (C e D) no ovéario de camundongos fémeas néo tratados e

tratados com testosterona 173-ciclopentilpropionato (TC).
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Fonte: Do autor.

Legenda: Gene: CYP19a1= citocromo P450 familia 19 subfamilia A membro 1. Grupos:
CNT= controle ndo tratado; TC1= 5 mg/kg de 17B- ciclopentilpropionato de
testosterona; TC2 = 10 mg/kg de 17B-ciclopentilpropionato de testosterona; TC3 =
20 mg/kg de 17B-ciclopentilpropionato de testosterona. Os dados sdo expressos
como média e desvio padrdao da média. Grupos com letras diferentes (a, b, c, d)
apresentam diferencga estatistica (P<0,05) e grupos com qualquer letra em comum
nao diferem estatisticamente (P>0,05).

A aromatase, uma enzima fundamental da familia do citocromo P-450,
codificada pelo gene CYP19, desempenha um papel crucial na regulagdo dos niveis
de estrogénios no organismo. Esta enzima catalisa a conversao de androstenediona
em estrona e de testosterona em estradiol, sendo, portanto, um regulador essencial
da biossintese estrogénica (Leal et al., 2019; Reinert; Gongalves; Bines, 2018). A
aromatizacdo da androstenediona ocorre através de trés reacdes consecutivas de
oxidacao, resultando na formacao de estrona com um anel aromatico. Este processo

€ vital para a expressdo de comportamentos sexuais, respostas neuroendocrinas e
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desenvolvimento em diversas espécies (Dias, 2009). A funcdo da aromatase vai
além da simples conversao de andrégenos em estrogénios; ela € um elemento
crucial para o equilibrio hormonal, que afeta diretamente a fisiologia reprodutiva e a
saude geral.

Durante a fase embrionaria, a via metabdlica dos estrogénios inicia-se nas
células esteroidogénicas, onde o colesterol é convertido em hormdnios sexuais
precursores. Este colesterol é captado por receptores de lipoproteinas na membrana
plasmatica e transportado para as mitocondrias, onde € reduzido pela enzima
aromatase produzida pelo gene termo-sensivel P-450. Este processo ndo so é vital
para a diferenciacdo sexual embrionaria, mas também para a formacéo das gbnadas
femininas em vertebrados, evidenciando a importancia critica da aromatase na
definicdo do desenvolvimento sexual (Yao; Capel, 2005).

A aplicacdo clinica dos inibidores de aromatase é predominantemente em
mulheres pds-menopausicas ou, em alguns casos, naquelas que passaram por
extracao ovariana durante a pré-menopausa (Conde et al., 2006). Esta estratégia
terapéutica é respaldada pela evidéncia de que o aumento nos niveis do promotor
de transcricdo da aromatase, especificamente o gene CYP19Ill, associado ao
aumento do fator esteroidogénico, pode contribuir para a feminizacao de individuos
com altos niveis de 173-estradiol (Straume et al., 2012).

Além disso, a enzima citocromo P450, uma proteina biologicamente ativa, é
responsavel por uma ampla gama de fungdes bioldgicas, incluindo a conversédo de
andrégenos em estrédgenos, e exerce um impacto significativo na morfologia
testicular, na espermatogénese, na fertilidade e no comportamento sexual dos
mamiferos (Simpson et al., 1994). O trabalho de Soto (2012) sublinha a importancia
da testosterona na regulacdo da dindmica dos fluidos testiculares, o que inclui o
fluxo sanguineo, a vasomotricidade e a producao de fluidos nos tdbulos seminiferos.
A testosterona € essencial para a manutencdo da funcao testicular normal, e a
deficiéncia deste horménio resulta em uma redugdo significativa na secrecdo de
proteinas e fluidos durante as fases VI-VIII dos tlbulos seminiferos (Sharpe et al.,
1994).

A Figura 12 ilustra a expressdo dos genes envolvidos no desenvolvimento
endometrial e na receptividade uterina ao embrido. A analise revelou que a
expressao de todos 0s genes investigados foi comparavel entre animais nao tratados
e no grupo TC1 (P>0,05). No entanto, a expressao dos genes HOXA-10 e PR foi
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negativamente regulada nos grupos TC2 e TC3 em comparagdo com os controles
nao tratados (P>0,05). A reducédo mais pronunciada na expressao dos genes HOXA-
10, PR, LIF e ER-a foi observada nos animais do grupo TC3, evidenciando uma
resposta reduzida a aromatizagdo em comparagao com os demais grupos (P<0,05).
Estes resultados destacam o impacto potencialmente perturbador da suplementacao
de testosterona sobre a expressado génica relevante para a funcdo endometrial e a
receptividade uterina, implicando uma necessidade urgente de pesquisas adicionais
para compreender as consequéncias a longo prazo dessa intervencao hormonal.
Demonstra-se, portanto, a importancia da aromatase na regulacédo do sistema
enddcrino e sua influéncia sobre o desenvolvimento e funcionamento dos sistemas
reprodutivos. A compreensdo detalhada dessas dinamicas hormonais ndo s6 é
essencial para o desenvolvimento de terapias mais eficazes, mas também para o
manejo adequado de condigdes associadas a disfungdo hormonal. A influéncia da
aromatase e a importancia dos andrégenos e estrogénios no contexto do sistema
reprodutivo feminino sublinha a necessidade de um enfoque meticuloso na pesquisa
e no tratamento das disfun¢des hormonais para melhorar a saude e o bem-estar das

mulheres.
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- Expresséo génica no utero de camundongos fémeas nao tratados e

tratados com 17(3-ciclopentilpropionato (TC) de testosterona.

Figura 12
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Fonte: Do autor.
Legenda: Genes: HOXA-10= proteina Homeobox abdominal B10, LIF= fator inibidor de
leucemia, ER-a= receptor de estrogénio alfa, PR= receptor de progesterona.
Grupos: CNT= Controle nao tratado; TC1= 5 mg/kg de 17B-ciclopentilpropionato
de testosterona; TC2 = 10 mg/kg de 17B-ciclopentilpropionato de testosterona;
TC3 = 20 mg/kg de 17B-ciclopentilpropionato de testosterona. Os dados sao
expressos como média e desvio padrao da média. Grupos com letras diferentes
(a, b, c, d) apresentam diferenga estatistica (P<0,05) e grupos com qualquer letra
em comum nao diferem estatisticamente (P>0,05).
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Os receptores de estradiol (ER) e progesterona (PR) desempenham papéis

criticos no ciclo reprodutivo feminino, com padrbes de expressdo que variam

significativamente durante o estro, diestro e inicio da gestagédo. A expressao génica

e proteica dos genes ER e PR ndo € homogénea dentro dos tecidos uterinos, como

o endométrio e o miométrio, e também apresenta diferengas notaveis entre os tipos

celulares que os compdem, incluindo o epitélio luminal, o epitélio glandular e o
estroma (Aupperle et al., 2000; Hartt et al., 2005; Watson et al., 1992). Tais
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variagbes sdo fundamentais para compreender a complexa regulacdo hormonal e
sua influéncia na reproducéo.

Estudos realizados em diversas espécies demonstram que durante o estro, o
gene E2 promove a expressdao dos préprios receptores e dos receptores de
progesterona no endométrio (Geisert et al.,, 1993; Martin et al., 2008; Okumu et al.,
2010; Ott et al., 1993; Spencer; Bazer, 2002). Este processo € essencial para a
preparacdo do utero para uma possivel gravidez. Em contraste, no diestro, a
elevacao da concentracdo do gene P4 resulta em uma redugcédo na quantidade de
receptores de estradiol. A continua exposicdo a progesterona também causa uma
supressao dos proprios receptores de P4 a partir da fase intermediaria até o final do
diestro. Tal reducao dos PR pode facilitar a reativagdo da sintese de ER, preparando
o utero para um novo estro (Hartt et al., 2005). No entanto, o0 mecanismo exato pelo
qual a progesterona suprime a expressao dos receptores de estradiol e
progesterona ainda nao € completamente compreendido (Spencer; Bazer, 2002).

A importancia da alteracdo na expressao génica e proteica dos ER e PR é
ainda mais evidenciada na manutencdo da gestacédo. No inicio da gestagédo, os
niveis de ambos os receptores no endométrio séo relativamente baixos (Hartt et al.,
2005). Esse periodo é critico para o estabelecimento da gestacao, e a redugcao dos
PR no endométrio pode representar uma resposta adaptativa a sinalizagdo do
embrido. A supressdo dos receptores de progesterona é um pré-requisito para a
producdo de proteinas secretorias e para o adequado transporte de nutrientes
essenciais para o desenvolvimento do concepto (Bazer et al., 2009). Além disso, a
administracdo de progestinas exdégenas no inicio da gestacdo acelera a supressao
dos PR (Willmann et al., 2011a), reforcando a hip6tese de que a regulacao dos PR é
vital para a receptividade uterina necessaria para o desenvolvimento embrionario e a
subsequente implantacédo (Bazer et al.,, 2009; Okumu et al., 2010; Spencer; Bazer,
2002; Willmann et al., 2011b).

Os achados de Zanatta e Serafini (2014) revelam que o gene HOXA10 é
expresso no estroma de LES de ERS durante a fase secretora. Tanto ER-a quanto
ER-B foram detectados em gléndulas e estroma de LES e TMLP de ERS em ambas
as fases do ciclo. A expressao de PR-AB e PR-B também foi observada em
glandulas e estroma de LES de ERS durante ambas as fases do ciclo. A correlagao
direta entre HOXA10 e PR-AB/PR-B na ERS sugere um papel potencial do HOXA10
na regulacdo da expressdo de PRs. No entanto, a auséncia de correlacéo



61

significativa entre ER-a e ER-B com HOXA10 e PRs em diferentes fases do ciclo
ressalta a complexidade da regulacdo hormonal. O fato de HOXA10 ser expresso
fora de seu eixo espacial tipico na ERS sugere que este gene pode ter um papel
crucial na definicdo de uma identidade "de novo" na EPF, apoiando a hipotese de
uma origem embrionaria para essa condi¢do. A progesterona pode ativar o gene
HOXA10 e regular sua acao, possivelmente mediada por PR-B, enquanto a agéao
mitogénica do estradiol na ERS é mediada por ER-a e ER-B (Zanatta; Serafini,
2014).

Durante o desenvolvimento neonatal, os andrégenos produzidos nos
testiculos fetais sdo essenciais para a masculinizacdo do trato reprodutivo e da
genitalia. Os receptores de andrégenos (AR), que pertencem a superfamilia dos
receptores de esteroides, sdo fundamentais para mediar a agdo dos andrégenos e
atuam principalmente como fatores de transcricdo que regulam a expressdao dos
genes-alvo (Hughes, 2001; Sultan; Paris; Terouanne, 2001). Esta regulacdo é
particularmente critica na fase adulta, uma vez que a acdo dos androgenos nos
tubulos seminiferos € essencial para o estabelecimento da fertilidade e para uma
espermatogénese normal (Hill; Anway; Zirkin, 2004; Sharpe, 1994; Sharpe, 2005).

A Figura 13 ilustra as diferengas na estrutura da medula ovariana conforme
observado por exame microscopico. Em animais nao tratados, a medula ovariana
apresenta uma organizagdo bem definida, com septos de tecido conjuntivo e uma
rede vascular difusa. Em contraste, os animais tratados com 17B-
ciclopentilpropionato de testosterona demonstraram uma expansdo estromal
dependente da dose, com obliteracdo reciproca do leito vascular medular. A
presenca de células espumosas na medula ovariana dos animais tratados, sem uma
resposta claramente dependente da dose, sugere uma resposta adaptativa
complexa a administragdo de 17(B-ciclopentilpropionato de testosterona. Esses
achados destacam a importancia das interacdes hormonais na regulacdo da
estrutura e fungéo ovariana, oferecendo uma visdo mais profunda dos mecanismos

enddcrinos envolvidos.
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Figura 13 - Fotomicrografias da Medula Ovariana em Camundongos Fémeas: Efeitos
do Tratamento com 178-Ciclopentilpropi
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Fonte: Do autor.

Legenda: Fotomicrografias representativas da medula ovariana em camundongos fémeas
nao tratados e tratados com diferentes doses de 17(3-ciclopentilpropionato de
testosterona (TC). As amostras foram coradas com azul de toluidina e fucsina
bésica. Barra de escala = 60 um. Grupos experimentais: CNT = Controle nao
tratado; TC1 = 5 mg/kg de 17B-ciclopentilpropionato de testosterona; TC2 = 10
mg/kg de 17B-ciclopentilpropionato de testosterona; TC3 = 20 mg/kg de 17fB-
ciclopentilpropionato de testosterona. As imagens mostram a estrutura do estroma
medular (EM) e os vasos sanguineos (BV).

Estudos demonstram que os efeitos da testosterona sobre o Utero sao
relativamente modestos, apesar da associacdo observada com condigdes como a
sindrome dos ovarios policisticos e o cancer endometrial. Em experimentos in vitro,
constatou-se que os androgénios podem inibir a atividade das células endometriais,
resultando em atrofia do 6rgéao (Grimstad et al., 2019).

Pesquisas adicionais indicam que a atividade endometrial é afetada durante o
uso de testosterona, com uma predomindncia de padrdes proliferativos no
endométrio conforme revelado por exames histopatoldgicos. Quando comparados a
quatro estudos anteriores, foram identificadas alteragdes uterinas, incluindo poélipos,
hiperplasia sem atipia e carcinoma endometrial. No entanto, esses estudos também

observaram que o uso de testosterona néo elevou o risco de cancer endometrial,
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recomendando o0 monitoramento cuidadoso do endométrio, especialmente em casos
de sangramento anormal (Grynberg et al., 2010; Khalifa et al., 2018; Loverro et al.,
2016; Perrone et al., 2009).

A analise microscopica apresentada na Figura 14 revela que os animais néo
tratados apresentaram um cértex ovariano com epitélio germinativo bem definido e
foliculos ovarianos em varios estagios de desenvolvimento, intercalados por estroma
ovariano escasso. Foliculos grandes, tanto pré-antrais quanto antrais, com teca
folicular claramente delineada, foram frequentemente observados nos animais nao
tratados. Em contraste, os animais tratados com 17f3-ciclopentilpropionato de
testosterona demonstraram uma presenca mais pronunciada de foliculos ovarianos
em estagios iniciais de desenvolvimento. Essa caracteristica foi particularmente
evidente nos grupos TC2 e TC3, onde foliculos primordiais (PF), foliculos em
desenvolvimento (UPF) e foliculos maduros (MPF) foram observados

predominantemente rodeados por areas extensas de estroma cortical.
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Figura 14 - Fotomicrografias representativas do cortex ovariano em

camundongos fémeas tratados e nao tratados com 17f3-

ciclopentilpropionato de testosterona.

Fonte: Do autor.

Legenda: Fotomicrografias do cortex ovariano de camundongos fémeas, com
coloragao em azul de toluidina e fucsina basica (barra de escala = 60
pum). As imagens mostram grupos de controle (CNT) n&o tratados e
grupos tratados com diferentes doses de 17[3-ciclopentilpropionato de
testosterona (TC1: 5 mg/kg, TC2: 10 mg/kg, TC3: 20 mg/kQ).
Observam-se foliculos primarios unilaminares (UP) e multilaminares
(MP), estroma cortical (CS), teca folicular (T), células da granulosa
(marcadas com asterisco), epitélio germinativo (ponta de seta) e
vasos sanguineos (indicados pela seta).

A administragdo de 17B-ciclopentilpropionato de testosterona resultou em
uma alteragéo significativa na distribuicao dos foliculos ovarianos (Figura 15).

Nos grupos tratados com TC2 e TC3, observou-se uma maior frequéncia de
foliculos primordiais, enquanto a quantidade de foliculos primarios unilaminares, pré-
antrais e antrais foi significativamente reduzida em comparagdo com o0s
camundongos nédo tratados e o grupo TC1 (P<0,05). A distribuicdo de foliculos
primarios multilaminares, no entanto, foi semelhante entre todos os grupos (P>0,05).
Além disso, foliculos atrésicos foram predominantemente encontrados no grupo
TC3, em comparagdo com 0s animais néo tratados e o grupo TC1 (P<0,05).
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Figura 15 - Distribuicdo de foliculos ovarianos em diferentes estagios evolutivos em
camundongos fémeas ndo tratados e tratados com testosterona 17(3-

ciclopentilpropionato (TC).
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Fonte: Do autor.

Legendas: Gene: CYP19a1= citocromo P450 familia 19 subfamilia A membro 1. Grupos:
CNT= controle ndo tratado; TC1= 5 mg/kg de 17B- ciclopentilpropionato de
testosterona; TC2 = 10 mg/kg de 17B-ciclopentilpropionato de testosterona; TC3
= 20 mg/kg de 17B-ciclopentilpropionato de testosterona. Os dados sao
expressos como mediana e intervalo interquartilico. Grupos com letras diferentes
(a, b, c, d) apresentam diferenca estatistica (P<0,05) e grupos com qualquer letra
em comum néo diferem estatisticamente (P>0,05).

Ao analisar a proporgao de foliculos em diferentes estagios de maturacéo,
conforme a caracterizacdo morfolégica demonstrada na Figura 16, os resultados
revelaram que o compartimento cortical dos camundongos tratados com 17f3-
ciclopentilpropionato de testosterona apresentou uma ocupagéo predominantemente
maior por foliculos imaturos. Esses foliculos eram de menor tamanho e compostos,
em sua maioria, por foliculos primordiais. Além disso, observou-se uma reducao
acentuada na proporcao de foliculos pré-antrais, especialmente no grupo TCS3.
Esses achados foram corroborados pela avaliagdo histopatolégica global, a qual
evidenciou um amplo remodelamento microestrutural ovariano nos animais tratados

com esteroides, afetando tanto o cértex quanto a medula ovariana.
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Figura 16 - Fotomicrografias representativas de foliculos ovarianos em diferentes
estagios evolutivos (A), pontuacdo histopatolégica baseada em
diagrama de campo (B) e distribuicao de foliculos ovarianos (C) em
camundongos fémeas nao tratados e tratados com testosterona 17(-
ciclopentilpropionato (TC).
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Fonte: Do autor.

Legenda: Grupos: CNT= Controle nédo tratado; TC1= 5 mg/kg de 17B-ciclopentilpropionato de
testosterona; TC2 = 10 mg/kg de 17B-ciclopentilpropionato de testosterona; TC3 =
20 mg/kg de 17B-ciclopentilpropionato de testosterona. FP= Foliculo Primordial;

UPF= foliculo primario unilaminar; MPF= Foliculo primario multilaminar; PAF=
Foliculo pré-antral; AF= Foliculo antral.

A Tabela 2 mostra os resultados microestruturais quantitativos obtidos a partir
da analise do coértex e da medula do ovario. A espessura da granulosa e o volume
folicular foram semelhantes em todos o0s grupos considerando os estagios foliculares
PF e UPF (P>0,05). Além desses parametros foliculares para os estagios foliculares
de MPF, PAF e AF, a distribuicdo de células estromais e vasos sanguineos na
medula do ovério foi reduzida em TC2 e TC3 em comparagdo aos animais nao
tratados (P<0,05). Essas respostas foliculares (limitadas aos estagios PAF e AF) e
medulares também foram observadas nos animais TC3 em comparagdo com 0s
animais TC1 (P<0,05).
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Tabela 2 - Parametros microestruturais quantitativos de foliculos ovarianos em
diferentes estagios evolutivos, distribuicdo de células estromais e vasos

sanguineos na medula ovariana em camundongos fémeas nao tratados

e tratados com testosterona 17f- ciclopentilpropionato (TC).

CNT TC1 TC2 TC3
Cortex ovariano
PF
Espessura da granulosa (um) 5.65+0.32 5.11£0.29 5.47 £ 0.22 5.33+0.27
Volume folicular (um3 x 10%) 0.06 =+ 0.01 0.05 +0.01 0.05 +0.01 0.06 = 0.01
UPF
Espessura da granulosa (um) 9.85+£1.18 10.15£1.07 9.77 £ 1.11 9.64£1.15
Volume folicular (um? x 10°) 0.51+£0.15 0.55+£0.13 0.49+£0.13 0.47 £ 0.11
MPF
Espessura da granulosa (um)  27.02 £ 3.01 23.09+4.15 20.25 + 3.332 20.11 £3.212
Volume folicular (um3 x 109) 4.36 £ 0.50 3.97+0.47 3.11£0.492 2.72+0.41b
PAF
Espessura da granulosa (um)  60.15+£5.17 57.25+5.33 45.11 £4.692 40.01 £ 4.52b
Volume folicular (um? x 109) 86.31 £6.22 81.55+£5.96 62.47 £ 6.812 59.83 +7.13°
AF
Espessura da granulosa (um)  99.72 + 6.04 95.88 +6.35 84.11 £5.282 80.21 £ 6.11P

Volume folicular (um? x 105) 240.58 +20.16 227.25+19.13 191.09+20.212 188.16 + 20.74°

Medula do ovario
Qa Células estromais (n/mm?)
Vv veias de sangue (%)

Fonte: Do autor.

Legenda: Grupos: CNT= Controle ndo tratado; TC1= 5 mg/kg de 17B-ciclopentilpropionato de
testosterona; TC1 = 10 mg/kg de 17B-ciclopentilpropionato de testosterona; TC1 =
20 mg/kg de 17pB- ciclopentilpropionato de testosterona. Parametros analisados:
FP= Foliculo Primordial; UPF= foliculo primario unilaminar; MPF= Foliculo primario
multilaminar; PAF= Foliculo pré-antral; AF= Foliculo antral; QA= Densidade
numérica; Vv = densidade de volume. Dados expressos em média e desvio
padrdo. As letras (a, b, c) indicam diferenca estatistica (P<0,05) em relacéo a (a)
CNT, (b) CNT e TC1; (c) CNT, TC1 e TC2.

1109.0 £ 102.6°
17.35+£5.23°

1682.2 £ 119.8¢
6.07 +2.71¢

513.2+85.5
40.28 £5.79

848.4 +80.12
28.71 £ 6.052

A analise microscopica (Figura 17) revelou diferengas significativas na
estrutura do oviduto entre os grupos de camundongos tratados e nao tratados com
17B-ciclopentilpropionato de testosterona. Nos animais nao tratados, observou-se
uma arquitetura de oviduto caracterizada por pregas mucosas longas e
frequentemente ramificadas, que delimitavam um lumen tubular estreito. Essa
conformacéo estrutural € tipica de um oviduto funcional, otimizado para processos
fisiolégicos normais, como o transporte de gametas. Em contraste, os camundongos
tratados com testosterona apresentaram alteracdes estruturais marcantes, incluindo

encurtamento das pregas mucosas, com ramificagdes reduzidas ou ausentes,
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aumento consideravel do espaco luminal e adelgacamento da parede tubular. Essas
modificagées indicam um impacto adverso do tratamento hormonal sobre a
integridade do oviduto, sugerindo uma possivel interferéncia na fungao reprodutiva.
O aumento do espaco luminal e a reducao da complexidade das pregas mucosas
podem comprometer o ambiente necessario para a fertilizacdo e transporte do
embrido, corroborando a hipdtese de que o uso de androgénios pode ter

consequéncias negativas na fungéo reprodutiva feminina.

Tabela 3 - Parametros microestruturais quantitativos do oviduto em camundongos
fémeas n&o tratados e tratados com  testosterona 173-
ciclopentilpropionato (TC).

CNT TC1 TC2 TC3

Oviduto
Espessura da parede (um) 65.83 £9.11 64.29 + 10.81 62.22 £ 10.27 60.35 £ 10.55

Alturadas dobras mucosas  374.49+41.02 251.25+33.122 136.58 +30.99° 100.17 +27.45P
(um)

Largura das dobras mucosas 57.12 £ 10.27 55.29 + 9.38 55.61 +8.05 53.09 +8.77
(um)

Altura do epitélio (um) 8.73 +0.70 8.41 +0.61 6.88 + 0.61° 6.65 + 0.520
Relagdo areado limem/area  0.12 £ 0.02 0.15+£0.02 0.23 £ 0.05° 0.30 £ 0.04°
da parede

Fonte: Do autor.

Legenda: Grupos: CNT= Controle ndo tratado; TC1= 5 mg/kg de 17B-ciclopentilpropionato de
testosterona; TC1 = 10 mg/kg de 17B-ciclopentilpropionato de testosterona; TC1 =
20 mg/kg de 17B- ciclopentilpropionato de testosterona. Dados expressos em
média e desvio padrdo. As letras (a, b, c) indicam diferenca estatistica (P<0,05)
em comparacao com (a) CNT e (b) CNT e TCH1.

Conforme ilustrado na Figura 18, a analise microscépica revelou uma
estrutura bem definida do endométrio e miométrio em todos 0s grupos
experimentais. No estrato endometrial, observou-se um epitélio de revestimento
claro e uma lamina prépria com espessura variavel, aléem de uma distribuicao
glandular difusa, caracteristicas de um utero funcionalmente ativo. Contudo, nos
camundongos tratados com 17B-ciclopentilpropionato de testosterona, foram
identificadas alteracbes morfoldgicas significativas, incluindo encurtamento das
pregas mucosas, com ramificacdes diminuidas ou ausentes, expansdao do espaco
luminal e adelgagcamento da parede tubular. Tais modificagbes, associadas ao
aumento da cavidade uterina, foram particularmente evidentes nos grupos TC2 e
TCS.
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Além disso, no miométrio, observou-se feixes de musculo liso eosinofilicos
bem organizados, envoltos por tecido conjuntivo. No entanto, nos animais do grupo
TC3, o adelgacamento pronunciado da parede uterina sugere um impacto mais
acentuado do tratamento com testosterona. Essas alteragdes estruturais indicam um
remodelamento uterino potencialmente prejudicial, que pode comprometer a funcéao
reprodutiva, reforcando a necessidade de cautela no uso de androgénios, dada sua

capacidade de alterar a microestrutura dos érgaos reprodutivos femininos.

Figura 17 - Alteragdes histoldgicas no utero de camundongos tratados

com 17B-ciclopentilpropionato de testosterona
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Fonte: Do autor.

Legenda: Fotomicrografias representativas do Utero de camundongos
fémeas nao tratados (CNT) e tratados com diferentes doses de
17B-ciclopentilpropionato de testosterona (TC1: 5 mg/kg; TC2:
10 mg/kg; TC3: 20 mg/kg), utilizando coloracdo com azul de
toluidina e fucsina bésica (barra de escala = 300 um). Observa-
se o espaco luminal (LS), endométrio (En) e miométrio (Mi),
destacando alteragdes estruturais nos grupos tratados, com
aumento do espacgo luminal e alteragdes na espessura do
endométrio e miométrio em fungéo da dose administrada.

A analise morfolégica quantitativa também confirmou que o tratamento com
17B-ciclopentilpropionato de testosterona induziu uma evidente remodelagéo
microestrutural uterina (Tabela 4). Consequentemente, a espessura da parede
uterina e do endométrio, a altura do epitélio e a relacdo area do lumen/area da

parede foram reduzidas em camundongos tratados com testosterona 17fB-
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ciclopentilpropionato (TC), especialmente em animais TC2 e TC3 em comparacao
com camundongos n&o tratados (P <0,05).

Tabela 4 - Parametros microestruturais quantitativos uterinos em camundongos

fémeas nao tratados e tratados com 17B-ciclopentilpropionato (TC) de

testosterona.
CNT TC1 TC2 TC3
Utero
Espessura da parede (um) 92.36 £ 5.18 89.15+£9.44 80.36 £ 6.012 60.11 £7.29¢

Espessura do endométrio (um) 62.08 £5.16 48.57 £8.322 4415+ 5972 29.34 £ 6.72¢

Espessura do miométrio (um) 30.28 £5.14 40.58+7.19 36.21 £5.93 30.77 £6.15
Altura do epitélio (um) 9.08 £ 0.65 8.84 £ 0.75 7.28 £ 0.53° 7.05 + 0.46°
Relagao area do lumen/area da

parede 0.03 +0.01 0.04 +0.02 0.10 £ 0.02¢ 0.27 +0.04¢

Fonte: Do autor.

Legenda: Grupos: CNT= Controle ndo tratado; TC1= 5 mg/kg de 17B-ciclopentilpropionato de
testosterona; TC1 = 10 mg/kg de 173-ciclopentilpropionato de testosterona; TC1
= 20 mg/kg de 17B- ciclopentilpropionato de testosterona. Dados expressos em
média e desvio padrdo. As letras (a, b, c¢) indicam diferenga estatistica (P<0,05)
em comparagao com (a) CNT, (b) CNT e TC1 e (c) CNT, TC1 e TC2.

As andlises apresentadas nas Figuras 13 a 18 e nas Tabelas 2 a 4 sugerem
que a hipbétese de que a testosterona poderia melhorar a resposta ovariana baseia-
se em evidéncias provenientes de estudos prévios em modelos animais. Esses
estudos indicam que os andrégenos desempenham um papel fundamental no
desenvolvimento folicular, particularmente nas fases iniciais do ciclo ovariano. Um
dos mecanismos envolvidos parece ser o aumento da concentragao intraovariana de
andrégenos, que promove a expressdao dos receptores de FSH nas células da
granulosa, ampliando assim a sensibilidade dos ovéarios ao FSH.

Paralelamente, achados clinicos em mulheres com niveis elevados de
androgenos, como aquelas com sindrome dos ovarios policisticos ou usuarias de
hormb6nios masculinos exdgenos, demonstraram que a exposicdo a esses
horménios pode resultar em um aumento no numero de foliculos em
desenvolvimento (Ubaldi et al., 2016). Essa observacao reforca a relevancia do
papel dos andrégenos na modulacao da funcao ovariana.
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Estudos clinicos subsequentes investigaram essa relacdo e, em 2015, uma
meta-analise publicada pela Biblioteca Cochrane (Nagels et al., 2015) revelou que o
uso de testosterona em pacientes com baixa resposta ovariana resultou em um
aumento significativo nas taxas de nascidos-vivos. De forma complementar, uma
nova meta-analise em 2019 evidenciou que o0 uso de testosterona melhorou nao
apenas o numero de 6vulos maduros e embrides, mas também as taxas de gravidez
clinica e nascidos-vivos. No entanto, devido a heterogeneidade dos estudos, ainda
ndao ha um consenso definitivo. Contudo, acredita-se que a administragdo de
testosterona antes do ciclo de fertilizacdo pode ser benéfica em pacientes com
dificuldades de fertilizacdo (Moro et al., 2019).

Embora haja poucos estudos sobre o impacto dos esteroides anabolizantes
androgénicos (EAA) na reproducédo feminina, a literatura aponta que, em murinos
fémeas, o tratamento com diferentes EAA resulta na supressao da ciclicidade estral
(Bento-Silva et al., 2010; Bond; Smit; De Ronde, 2022; Clark et al., 1998), atrofia
ovariana, intensa atresia folicular com formacao de estruturas cisticas e reducéo ou
auséncia de corpos luteos (Barbonetti; D'andrea; Francavilla, 2020; Bond; Smit; De
Ronde, 2022; Garcia-Arnés; Garcia-Casares, 2022). Esses achados também
indicam uma diminuicdo no peso da génada (Bento-Silva et al., 2010; Bond; Smit;
De Ronde, 2022; Clark et al., 1998). No utero, a administracdo de esteroides
anabdlicos induz altera¢des histopatolégicas e morfométricas, incluindo aumento do
peso uterino (Garcia-Arnés; Garcia-Casares, 2022).

Esses resultados sdo de extrema importancia, considerando o papel da
testosterona no desenvolvimento do sistema reprodutor feminino. Segundo Wilson et
al., (1981), tanto embrides masculinos quanto femininos se desenvolvem de maneira
idéntica nas primeiras fases da gestacdo. A formacdo de um fendtipo feminino
ocorre quando a gbénada indiferenciada se desenvolve em um ovario ou na auséncia
de uma gbénada. No entanto, a diferenciacdo masculina requer a presenca de um
testiculo funcional, cuja secrecao de substancia inibidora mulleriana e testosterona é
crucial para o desenvolvimento masculino. Estudos de mutagdes genéticas que
interferem na acdao androgénica indicam que a testosterona é a responsavel pela
virilizagdo do sistema de ductos de Wolff, enquanto seu metabdlito, a
diidrotestosterona, induz o desenvolvimento da préstata e da genitdlia externa

masculina.
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Os mecanismos moleculares pelos quais a testosterona e a diidrotestosterona
atuam envolvem a ligacdo a um receptor de alta afinidade, responsavel pelo
transporte dessas hormonas para o ndcleo das células-alvo. Quando esse receptor
esta ausente ou alterado, as agdes hormonais s&o comprometidas, resultando em
anomalias no desenvolvimento das estruturas genitais internas e externas (Wilson et
al., 1981).

Dessa forma, conforme argumentado por Cabrera e Rogol (2013), a
testosterona desempenha um papel fundamental no desenvolvimento sexual
masculino tanto no Utero quanto na puberdade. Sua exposi¢cdo pode resultar em
virilizacao de fetos femininos, precocidade contrassexual em meninas e precocidade
isossexual em meninos, enfatizando a complexidade e a relevancia dos efeitos
androgénicos no desenvolvimento reprodutivo humano.

Conforme mostrado na Figura 19, o ensaio de sucesso reprodutivo revelou
uma reducdo dependente da dose no nascimento de filhotes ap6s o primeiro
acasalamento de camundongos fémeas previamente expostos a 178-
ciclopentilpropionato de testosterona quando emparelhados com machos saudaveis
nao tratados. A redugédo no numero de filhotes e na massa dos filhotes ao desmame
foi preponderante em TC2 e TC3 em comparacao aos animais nao tratados (P<0,05).
Embora o sucesso de sobrevivéncia tenha sido semelhante em todos os grupos
(P>0,05), a massa dos filhotes ao nascer foi reduzida nos animais TC3 em

comparagao aos outros grupos (P<0,05).
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Figura 18 - Avaliacdo do Desempenho Reprodutivo em Camundongos Fémeas
Tratados com 17B-Ciclopentilpropionato de Testosterona: Numero de
Filhotes, Massa dos Filhotes e Taxa de Sobrevivéncia
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Fonte: Do autor.

Legenda: Representagdo grafica do numero de filhotes, massa dos filhotes e sucesso de
sobrevivéncia em camundongos fémeas nao tratados (CNT) e tratados com
diferentes doses de 17B-ciclopentilpropionato de testosterona (TC). Os grupos
avaliados foram: CNT (controle ndo tratado), TC1 (5 mg/kg), TC2 (10 mg/kg) e
TC3 (20 mg/kg). O gene CYP19a1, relacionado a aromatase, foi monitorado como
marcador genético. Os dados sao apresentados como mediana e intervalo
interquartilico, com diferengas estatisticas indicadas por letras distintas (P<0,05).

Grupos com letras em comum nado apresentam diferencas estatisticas
significativas (P>0,05).

Estudo realizado por Barbonetti, D'Andrea e Francavilla (2020) demonstra que
a acao dos esteroides sobre o desenvolvimento embrionario variou conforme o
periodo de administracado materna e o protocolo utilizado. A pesquisa revelou que o
tratamento materno pré-gestacional suprimiu significativamente a capacidade
reprodutiva das fémeas, um efeito preocupante, que deve ser analisado a luz do

comportamento sexual dos animais androgenizados. E possivel que as fémeas nio
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tenham copulado devido a auséncia de comportamentos que induzissem a monta
pelos machos intactos, como apontam Barbonetti, D'Andrea e Francavilla (2020),
corroborados por Bond, Smit e De Ronde (2022) e Garcia-Arnés e Garcia-Casares
(2022). Embora a copulacdo e ovulagdo possam ter ocorrido, as alteragées na
morfologia uterina parecem suficientes para explicar a supressao da capacidade
reprodutiva, especialmente em virtude de falhas no processo de implantacao
embrionaria.

Os efeitos adversos dos esteroides anabolizantes androgénicos (EAA) na
reproducdo sao atribuidos a sua capacidade de alterar o eixo hipotalamo-hipéfise-
gbnadas, elevando os niveis de andrégenos circulantes e inibindo, assim, a
liberacdo de hormoénios luteinizantes (LH) e foliculo-estimulantes (FSH). Essa
inibicdo leva a reducdo da sintese de estrogénio e progesterona, impedindo o
crescimento folicular, a ovulacdo e causando irregularidades no ciclo reprodutivo
(Barbonetti; D'andrea; Francavilla, 2020; Bond; Smit; De Ronde, 2022; Garcia-Arnés;
Garcia-Casares, 2022). Estudos realizados com decanoato de nandrolona em ratas
evidenciam danos morfolégicos uterinos dependentes da dosagem (Shoskes;
Wilson; Spinner, 2016) e aumentos no peso do utero (Bond; Smit; De Ronde, 2022),
além de aciclicidade estral, atrofia ovariana, diminuicado dos foliculos saudaveis e
aumento de foliculos atrésicos, comprometendo a fung¢ao reprodutiva e levando a
reducédo de LH, FSH, estrogeno e progesterona (Barbonetti; D'andrea; Francavilla,
2020).

No estudo de Graceli et al. (2010), o peso corpéreo das ratas tratadas com
esteroides foi significativamente maior (p<0,05) em comparacdo ao grupo controle,
embora o peso uterino ndo tenha sido afetado pelos tratamentos androgénicos.
Todavia, o peso ovariano foi reduzido de forma significativa (p<0,05) nas ratas
tratadas com testosterona e decanoato de nandrolona em comparagdo ao grupo
controle. Enquanto as fémeas do grupo controle mantiveram um ciclo estral regular,
as fémeas androgenizadas exibiram aciclicidade estral, caracterizada pela
persisténcia da fase de diestro (Barbonetti; D'andrea; Francavilla, 2020).

A andlise histolégica do utero indicou que o endométrio foi amplamente
afetado pelos esteroides, enquanto o miométrio e perimétrio mantiveram padroes
morfoldgicos similares aos das fémeas nao androgenizadas (Graceli et al., 2010). No
grupo controle, o epitélio luminal apresentou um aspecto retilineo e poucas figuras

mitdticas, enquanto nos grupos tratados com decanoato de nandrolona ou
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testosterona, o epitélio assumiu um formato papilifero, com sinais de secrecédo na
cavidade uterina. As alteraces estruturais no estroma e a presengca de areas
hemorragicas sugerem uma resposta inflamatoria exacerbada, possivelmente
induzida pelos altos niveis de esteroides circulantes, como evidenciado por Graceli
et al. (2010).

Os resultados de Graceli et al., (2010) também revelaram uma reducéo
significativa na espessura do epitélio luminal nas por¢gées proximais do utero em
ratas tratadas com testosterona ou decanoato de nandrolona. No entanto, a
espessura do miométrio foi significativamente maior (p<0,05) nas porc¢des proximal,
medial e distal das ratas tratadas simultaneamente com ambos os esteroides, o que
indica um impacto sinérgico dos dois compostos no utero. O perimétrio, por outro
lado, ndo apresentou alteragdes significativas, exceto nas ratas que receberam a
combinacao dos horménios, nas quais foi observada uma espessura aumentada nas
porcdes medial e distal do utero.

No que concerne ao desempenho reprodutivo, nenhuma das ratas
androgenizadas apresentou prenhez durante o periodo experimental pre-
gestacional. Embora o tratamento com testosterona ou decanoato de nandrolona
nao tenha impactado o tamanho da ninhada (p>0,05), o peso fetal foi
significativamente menor (p<0,05) no grupo tratado com decanoato de nandrolona,
sugerindo efeitos prejudiciais no desenvolvimento embrionario (Barbonetti; D'andrea;
Francavilla, 2020; Bond; Smit; De Ronde, 2022).

Adicionalmente, a literatura aponta que os esteroides sexuais desempenham
um papel central na regulacao do sistema imunol6gico no trato reprodutivo feminino
(Watson; Gametchu, 2001). De acordo com Jones et al., (2004), ha uma variagao
ciclica na infiltragdo de células imunes no utero, a qual € regulada pelos niveis
plasmaticos de estrogénio e progesterona. Hotchkiss et al., (2007) corroboram essa
evidéncia, indicando que o edema endometrial e a intensa secrecdo luminal
observados nas ratas androgenizadas podem estar associados aos altos niveis de
hormonios esteroides, especialmente progesterona.

Medeiros, Maitelli e Nince (2007) também destacaram a modulagdo da
resposta imune pelos horménios sexuais, observando que, enquanto os estrogénios
geralmente estimulam a resposta imunolégica, os androgénios e a progesterona
atuam de forma oposta. Estudos indicam que, em doses baixas, os estrogénios tém

um efeito estimulador sobre o sistema imune, mas em doses elevadas, apresentam
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um efeito supressor. Além disso, receptores de estrogénio foram identificados em
subpopulacdes especificas de linfécitos, influenciando a funcéo celular e reduzindo a
producéo de fatores imunorreguladores (Grossman; Rossele; Mendenhall, 1994).

Ha evidéncias de que, apds a menopausa, o hipoestrogenismo contribui para
alteracées no sistema imune das mulheres (Basedovsky; Del Rey, 1996). A
interagcdo entre os sistemas imune e enddcrino é notdria, com ambos os sistemas
expressando receptores para horménios e citocinas, e mediadores endocrinos
desempenhando papel na modulacdo das respostas imunes (Medeiros; Maitelli;
Nince, 2007). Em experimentos com modelos animais, foi observado que estradiol e
testosterona diminuem a producéo de citocinas pré-inflamatérias, como IL-1, IL-6 e
TNF-a, sugerindo um efeito imunossupressor (Miller, 1996).

Por fim, Luchetti et al.,, (2004) afirmaram que a testosterona nao afeta
diretamente as células imunossupressoras, enquanto Grossman (1994) indicou que
androgénios, como estrogénios, podem suprimir a linfopoiese B através de
receptores especificos. Em mondcitos humanos, a testosterona tem sido associada
a estimulacao da sintese de IL-6, sem impactar a producdo de TNF-a (Jain et al.,
2004).

Diante do exposto, fica evidente que a utilizacdo de esteroides como a
testosterona em experimentos animais induz uma ampla gama de disturbios
reprodutivos, imunoldgicos e comportamentais. Embora muito progresso tenha sido
feito na compreensdo dos mecanismos de agédo dos esteroides, ainda ha lacunas
que precisam ser preenchidas por meio de estudos mais aprofundados.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O uso de esteroides anabolizantes androgénicos (EAA), especificamente o
17B-Ciclopentilpropionato de Testosterona, demonstrou ter efeitos adversos
significativos e dose-dependentes em diversos sistemas biol6gicos. A pesquisa
evidenciou que o consumo deste EAA provoca uma série de distarbios
comportamentais e fisiolégicos em camundongos, cuja manifestagdo varia conforme
a dosagem administrada. Este fendmeno é particularmente importante para entender
como doses elevadas e prolongadas podem exacerbar os efeitos negativos,
fornecendo uma visao critica sobre 0s riscos associados ao uso nao regulamentado
destes compostos.

Primeiramente, o0s distarbios comportamentais observados, como
agressividade e alteragdes no padrao de atividade, refletem o impacto direto do 173-
Ciclopentilpropionato de Testosterona no sistema neuroendécrino. O desequilibrio
hormonal induzido pelo EAA interfere na regulacdo emocional e no comportamento
dos animais, evidenciando como doses excessivas podem causar modificagdes
comportamentais adversas. Esses achados ressaltam a importancia de monitorar
cuidadosamente os efeitos psicoldgicos e comportamentais relacionados ao uso de
esteroides anabolizantes.

Além dos impactos comportamentais, os efeitos sobre os sistemas
reprodutivos e hormonais sao igualmente preocupantes. O estudo demonstrou que o
17B-Ciclopentilpropionato de Testosterona induz alteracées significativas nos érgaos
reprodutivos, incluindo ovarios e utero, com efeitos negativos visiveis tanto em
doses baixas quanto altas. A alteragdo na funcéo ovariana e uterina compromete a
saude reprodutiva dos camundongos, o que pode ter implicacoes diretas para a
fertilidade e a integridade do sistema reprodutivo. Esta relacdo dose-dependente
reforca a necessidade de uma abordagem cautelosa em relacdo ao uso de
esteroides, especialmente em contextos de manipulagdo hormonal.

A evidéncia de distarbios ovarianos e uterinos, além dos efeitos
comportamentais, destaca a gravidade das consequéncias do uso de esteroides
anabolizantes, especialmente quando administrados em doses elevadas. A pesquisa
sublinha que, mesmo a dosagens terapéuticas, os riscos de efeitos adversos nao
podem ser ignorados, € que os impactos podem variar de irreversiveis a reversiveis.

Estes resultados sublinham a importancia de regulamentacao e supervisdo no uso
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de esteroides, considerando o potencial de danos prolongados e significativos para a
saude dos individuos.

Por fim, a abordagem dose-dependente utilizada na pesquisa proporciona
uma compreensdo detalhada dos riscos associados ao uso de 17B-
Ciclopentilpropionato de Testosterona, enfatizando a necessidade de estratégias
preventivas e educacionais. A identificacdo e a compreensao dos efeitos adversos
relacionados ao uso de esteroides anabolizantes s&o essenciais para proteger a
saude dos usudrios e prevenir os danos associados. Medidas regulatorias e
conscientizacdo publica sdo cruciais para mitigar os riscos e garantir uma

abordagem segura e informada no uso de substancias hormonais.
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