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Sabe-se que a exposição a substâncias presentes no ambiente pode contribuir 

para vários distúrbios reprodutivos, especialmente se esta exposição ocorrer em 

períodos críticos de desenvolvimento, como período intra-uterino e pós-natal. O sistema 

reprodutor feminino pode ser alvo de andrógenos, tanto como resultado da exposição a 

químicos ambientais, quanto por condições patológicas (síndrome do ovário policístico 

ou hiperplasia congênita da adrenal). Usualmente, pouca atenção é desprendida em 

relação ao estudo de efeitos androgênicos no eixo reprodutivo feminino. Este estudo 

tem por objetivo avaliar os efeitos da exposição a andrógenos sobre o desenvolvimento, 

estrutura e a função reprodutiva de ratas cujas mães foram expostas ao Propionato de 

Testosterona do dia gestacional 12 (DG12) ao fim do desmame - dia pós-natal 21 

(DPN21). Para tanto, ratas prenhez foram divididas em quatro grupos experimentais: 

um grupo controle, que recebeu óleo de milho (veículo) e outros três grupos que 

receberam Propionato de Testosterona nas doses de 0,05 mg/kg/dia, 0,1mg/kg/dia e 

0,2mg/kg/dia, todos nas mesmas condições experimentais. Os possíveis efeitos da 

exposição foram avaliados através de parâmetros reprodutivos, tais como medida da 

distância ano-genital, contagem de aréolas/mamilos, idade de abertura vaginal e 

primeiro estro (indicativos de instalação da puberdade), peso e avaliação histológica dos 

órgãos reprodutores (útero e ovários), peso dos rins, fígado e hipófise, dosagens 

hormonais, regularidade do ciclo estral, comportamento sexual e fertilidade. Tais 

análises são importantes na compreensão dos efeitos da exposição de andrógenos sobre 

o sistema genital feminino, principalmente sobre o potencial fértil, e em processos que 

possam envolver alterações morfofuncionais. Nestas condições experimentais, conclui-

se que o tratamento com PT ocasionou redução no peso corpóreo e masculinização 

inicial nos filhotes fêmeas sem, entretanto, comprometer o desenvolvimento sexual 

posterior. 
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4 

 

It is known that exposure to substances in the environment can contribute to 

various reproductive disorders, especially if such exposure occurs during critical periods 

of development such as the intra-uterine and postnatal. The female reproductive system 

may be the target of androgens, both as a result of exposure to environmental chemicals, 

or by pathological conditions (polycystic ovary syndrome or congenital adrenal 

hyperplasia).Usually, little attention is given off in relation to the study of androgenic 

effects in the female reproductive axis. This study aims to evaluate the effects of 

exposure to androgens on the development, structure and reproductive function in rats 

whose mothers were exposed to testosterone propionate from gestational day 12 (DG12) 

after weaning - postnatal day 21 (DPN21) . For this purpose, pregnancy rats were 

divided into four groups: a control group that received corn oil (vehicle) and three 

groups receiving testosterone propionate in doses of 0.05 mg / kg / day, 0.1 mg / kg / 

day and 0.2 mg / kg / day, all under the same experimental conditions. The possible 

effects of exposure were assessed using reproductive parameters, such as a measure of 

anogenital distance, count areolas / nipples, age at vaginal opening and first estrus 

(puberty indicative installation), weight and histological evaluation of the reproductive 

organs ( uterus and ovaries), weight of the kidneys, liver and pituitary hormone levels, 

regularity of the estrous cycle, sexual behavior and fertility. Such analysis is important 

in understanding the effects of androgen exposure on the female genital system, 

especially on the reproductive potential, and processes that may involve 

morphofunctional changes. In these experimental conditions, it is concluded that 

treatment with PT caused reduction in body weight and initial masculinization in 

females without cubs, however, commit further sexual development. 
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Diversos estudos realizados em diferentes partes do mundo têm relatado uma 

forte associação entre a exposição in utero ou durante as fases iniciais da vida extra-

uterina a um agente ambiental e o aparecimento de doenças crônicas ao longo da vida 

de um indivíduo (Lucas, 1991). Este tipo de associação tem sido conhecida como 

“Developmental Origins of Health and Disease – DOHaD” (Gluckman et al., 2006; 

Silveira et al., 2007; Newnham, 2007; Barker, 2007). Esta teoria parte do princípio de 

que o feto é capaz de se adaptar ao ambiente intra-uterino adverso, favorecendo o 

funcionamento de alguns órgãos em detrimento de outros, causando assim, alterações 

em longo prazo no crescimento e função dos tecidos (Hales et al., 1992). Em muitas 

espécies animais, os contaminantes ambientais atingem o feto via mãe/placenta ou os 

filhotes via lactação (Silveira et al., 2007). O processo de adaptação sofrido pelo feto no 

ambiente intra-uterino pode afetar a programação das funções teciduais que ocorrem 

durante o desenvolvimento, causando alterações permanentes na expressão gênica 

regulada por fatores epigenéticos como metilação de DNA e metilação/acetilação de 

histonas (Gluckman & Hanson, 2006; Silveira et al., 2007; Crain et al., 2008). Durante 

o período de desenvolvimento, os fetos apresentam um mecanismo de reparo de DNA 

incompleto, falta de enzimas de detoxificação, metabolismo hepático primitivo e grande 

sensibilidade a mudanças epigenéticas (mudanças da expressão gênica sem alteração da 

sequência de DNA) (Jones et al, 2001; Chong et al., 2004). Estes fatores contribuem 

para uma maior susceptibilidade dos fetos a ação de agentes ambientais. O período de 

sensibilidade ocorre durante o desenvolvimento dos tecidos, que em vários casos 

estende-se até a vida neonatal e os efeitos podem ser transmitidos para gerações futuras 

através da linhagem germinativa (Heindel, 2007). Existem vários indícios de que os 

distúrbios reprodutivos femininos vêm aumentando nos últimos anos. Este fato é 

atribuído a mudanças culturais (como uso de anticoncepcionais), mas a exposição a 
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substâncias presentes no ambiente também podem contribuir para efeitos negativos no 

desenvolvimento e função do trato reprodutivo feminino (Crain et al., 2008; Caserta et 

al., 2008). Seres humanos são expostos a uma variedade de químicos ambientais durante 

o período intra-uterino, nas concentrações similares àquelas que apresentam aumento na 

incidência de disfunções em animais de laboratório (Mori et al., 2002; Youglai et al., 

2002; Needam et al., 2000). Desde o início dos anos 90, grande atenção tem sido dada 

aos agentes químicos que apresentam potencial para alterar o sistema endócrino de 

animais, incluindo o homem. O campo de estudo destes compostos, chamados de 

desreguladores endócrinos, tem crescido rapidamente e engloba diversas áreas, como 

imunologia, toxicologia, fisiologia da reprodução, comportamento e ecologia 

(Hotchkiss et al., 2002). Estes compostos pertencem a diferentes categorias e origens, 

incluindo praguicidas, químicos industriais, produtos farmacêuticos e fitoquímicos 

(Gray et al., 2001). A desregulação endócrina causada por compostos químicos pode 

mimetizar ou antagonizar os efeitos de hormônios esteróides como estrógenos e 

andrógenos no organismo. Embora pesquisas iniciais tenham demonstrado estrógenos e 

anti-androgênicos ambientais, compostos com atividade androgênica têm sido 

encontrados como contaminantes de rios e em animais destinados a alimentação 

humana nos Estados Unidos e Europa (Parks et al., 2001; Orlando et al., 2004). Embora 

houvesse suspeitas desde 1970, a presença de andrógenos de origem antropogênica no 

ambiente só foi confirmada nos últimos anos (Gray et al.,2006). Usualmente, pouca 

atenção é desprendida em relação ao estudo de efeitos androgênicos no eixo reprodutivo 

feminino. Estes efeitos podem ter significado fisiológico, importância clínica e 

relevância para o estudo de diferenças sexuais na função neuroendócrina. Os efeitos dos 

andrógenos são importantes para o entendimento da fisiologia normal, pato-fisiologia e 

desenvolvimento do sistema reprodutor feminino. Em ratas, níveis séricos de 
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testosterona e dihidrotestosterona variam durante o ciclo estral e estas variações são 

importantes na regulação de expressão gênica relacionada a hormônios reprodutivos; as 

concentrações endógenas destes hormônios são geralmente inferiores a 30% das 

concentrações em machos (Foecking et al., 2008). Dada a delicada interação de 

hormônios gonadais e desenvolvimento cerebral, um desbalanço nos níveis hormonais 

durante o período de sensibilidade altera significativamente o comportamento na 

puberdade e da vida adulta (Sato et al., 2008). A exposição de animais experimentais a 

altas doses de andrógenos durante a vida fetal ou pré-púbere pode reprogramar 

múltiplos tecidos e causar alterações morfológicas, bioquímicas e funcionais 

permanentes em vários órgãos ou sistemas (Schwartz et al., 1986; Carter et al., 1988), 

como por exemplo mudanças no desenvolvimento normal da genitália fetal, síndrome 

de ovário policístico (Polycystic Ovary Syndrome - PCOS), alterações uterinas, 

modificações no ciclo estral, no comportamento sexual e até esterilidade (Greene et al., 

1939; Huffman and Hendricks, 1981; Slob et al., 1983; Mena et al., 1992; Rhees et al., 

1997; Ryan and Vandenbergh, 2002). O tratamento com andrógenos exógenos exerce 

efeitos negativos na fertilidade em fêmeas de mamíferos, dependendo da dose, via de 

administração e tempo de exposição. O tratamento com andrógenos pode gerar 

mudanças na secreção de GnRH, LH e esteróides, que diferem na magnitude, direção e 

duração, dependendo do período de tratamento (pré-natal, perinatal, pré-púbere ou 

período adulto) (Foecking et al., 2008). As células germinativas do ovário iniciam o 

processo de diferenciação e formação de folículos durante a vida intra-uterina, mas a 

formação e desenvolvimento folicular continuam após o nascimento e se estende até a 

menopausa, quando o ovário perde sua capacidade de liberar gametas. A formação 

folicular durante o desenvolvimento fetal e a ativação de folículos durante o período 

pós-natal são potenciais alvos para alterações hormonais (Crain et al., 2008), deste 
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modo a exposição pré-natal a andrógenos pode ter impacto direto na foliculogênese 

(Forsdike et al., 2007). Síndrome do ovário policístico (PCOS) é uma desordem 

metabólica e endócrina complexa, que atinge de 5 a 10% de mulheres em idade 

reprodutiva (Knochenhauer et al., 1998; Diamanti-Kandarakis et al., 1999; Asuncion et 

al., 2000; Azziz et al., 2004) e está associada com disfunção ovulatória, 

hiperandrogenismo, irregularidade menstrual e infertilidade (Singh, 1981; Gilling-Smith 

et al, 1994; Nelson et al., 2001; Tsilchorozidou et al., 2004). As características 

bioquímicas típicas da PCOS são concentrações séricas elevadas de testosterona e 

hormônio luteinizante (LH) (Franks et al., 2006). Exposição a excesso de andrógenos 

durante a vida fetal ou pré-púbere pode reprogramar múltiplos tecidos a manifestar a 

síndrome no período de puberdade ou na vida adulta (Abbott et al., 2002, 2005; Xita & 

Tsatsoulis, 2006). Desreguladores endócrinos podem reduzir a fecundidade por 

interferir com a regulação hormonal do ciclo menstrual (Jensen et al., 1999; Bretveld et  

al., 2006). Existem dados restritos sobre a exposição fetal e neonatal a desreguladores 

endócrinos em humanos e alteração da ciclicidade (Yang et al., 2005; Chao et al., 2007), 

mas dados obtidos por experimentação animal confirmam esta hipótese (Crain et al., 

2008). Ao nascimento, o útero da rata é composto pela camada epitelial luminal do 

endométrio e mesênquima uterino aleatoriamente ordenado e indiferenciado. Do 

nascimento até a instalação da puberdade, o mesênquima uterino segue um padrão de 

diferenciação, que resulta na formação do miométrio uterino e glândulas e estroma 

endometrial. O principal período de diferenciação e maturação de útero de roedores 

ocorre após o nascimento (Brody et al., 1989) e a exposição a hormônios esteróides 

neste período pode comprometer a adenogênese endometrial (Crain et al., 2008). 

Sabendo-se que a exposição a substâncias presentes no ambiente pode contribuir para 

várias disfunções reprodutivas, especialmente se ocorrer em períodos críticos de 
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desenvolvimento, como período intra-uterino e pós-natal e que, usualmente, pouca 

atenção é desprendida em relação ao estudo de efeitos androgênicos no eixo reprodutivo 

feminino, justifica-se a realização de um estudo que avalie os efeitos da exposição a 

andrógenos (situação que pode ocorrer em conseqüência à exposição a químicos 

ambientais e industriais com propriedades androgênicas e em condições médicas como 

síndrome do ovário policístico ou hiperplasia congênita da adrenal) sobre a estrutura do 

trato genital e a função reprodutiva feminina. 
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O presente estudo tem por objetivo avaliar os efeitos sobre a estrutura e função 

reprodutiva feminina, em ratas cujas mães foram expostas ao Propionato de 

Testosterona durante a prenhez e lactação. Para tanto, foram investigados os seguintes 

parâmetros: peso corpóreo, distância ano-genital relativa, contagem de aréolas/mamilos, 

idade de abertura vaginal e primeiro estro (indicadores da instalação da puberdade), 

peso de rins, fígado, hipófise e órgãos reprodutores após 30 e 75 dias de idade sendo 

que nessa idade realizou-se a análise histológica. Investigaram-se, ainda, dosagens 

hormonais, regularidade do ciclo estral, comportamento sexual e fertilidade após 

acasalamentos naturais. 
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Obtenção de Fêmeas Prenhes 

Machos adultos (90 dias de idade, pesando aproximadamente 300g) e fêmeas 

adultas (60 dias de idade, pesando aproximadamente 200g), da linhagem Wistar, 

provenientes do Biotério Central da UNESP foram mantidos em condições controladas 

de luminosidade (12 horas de luz/ 12 horas de escuro) e temperatura (média de 23°C) e 

receberam água e ração para roedores à vontade. Acasalamentos foram realizados 

durante o período escuro do ciclo, colocando-se duas fêmeas na caixa do macho, e o dia 

zero de prenhez (dia gestacional - DG 0) foi determinado pela presença de 

espermatozóides em esfregaços vaginais da fêmeas em estro. As ratas prenhes ou 

lactentes foram mantidas em gaiolas individuais e pesadas em dias alternados para 

permitir o cálculo do volume de Propionato de Testosterona a ser administrado e a 

investigação de sinais clínicos de toxicidade. Após o nascimento, o número de filhotes 

por ninhada foi reduzido para oito, visando sempre manter os filhotes do sexo feminino. 

As fêmeas prenhes foram divididas em quatro grupos experimentais: um grupo controle 

(n = 8 ratas), que recebeu óleo de milho (veículo) e três grupos tratados que receberam 

Propionato de Testosterona (PT) nas concentrações de 0,05mg/kg (n=7), 0,1mg/kg 

(n=9) e 0,2mg/kg (n=10) por dia, respectivamente. O tratamento foi realizado via 

subcutânea (s.c.), do DG 12 ao final da lactação (dia pós-natal - DPN 21), coincidente 

com o período crítico de desenvolvimento e diferenciação sexual do sistema reprodutor 

da prole (Wolf et al., 2000; McIntyre et al., 2002). Após o desmame, apenas fêmeas 

foram mantidas e utilizadas para a avaliação dos efeitos tóxicos no sistema reprodutor. 

Os procedimentos experimentais estiveram de acordo com os Princípios Éticos 

na Experimentação Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal 

(COBEA) e foram aprovados pela Comissão de Ética na Experimentação Animal 

(CEEA) do Instituto de Biociências de Botucatu, sob protocolo 104/2009.  
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Evolução do Peso Corpóreo das Ratas Prenhes e Lactentes 

As ratas prenhes ou lactentes foram pesadas em dias alternados, desde o dia 

gestacional 0 até o desmame dos filhotes (DPN21) para cálculo do volume da droga a 

ser administrado e a investigação da toxicidade materna, que poderia interferir com o 

desenvolvimento da prole. 

 

Distância Anogenital e Contagem de Mamilos/Aréolas 

A distância anogenital (DAG) e o número de mamilos/aréolas são considerados 

biomarcadores para exposição a andrógenos. Distância anogenital é definida como a 

distância entre a papila genital e o ânus; roedores machos apresentam a DAG 

aproximadamente duas vezes maior que as fêmeas (Vandenbergh and Huggett, 1995; 

Gray et al., 1999). Aréolas são áreas escuras envolvendo o broto do mamilo e são 

indicativos de mamilos adultos. Ratas apresentam tipicamente 12 mamilos, enquanto 

machos não possuem nenhum. Ambos os marcadores variam com a exposição pré-natal 

a andrógenos (Gray et al., 1999). A medida da DAG foi realizada no DPN 1 e a 

contagem do número de mamilos/aréolas, no DPN 13. 

 

Abertura Vaginal e Primeiro estro 

Nos filhotes do sexo feminino, foi determinado o dia médio, por ninhada, em 

que ocorreu a abertura vaginal, que juntamente com a ocorrência do primeiro estro, 

compõe o indicativo externo da instalação da puberdade. As observações se iniciaram 

no DPN 30 e a avaliação do primeiro estro se deu a partir da data de abertura vaginal. 
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Regularidade do Ciclo Estral 

Para se investigar a regularidade do ciclo estral, que na rata dura em média 4 a 5 

dias, foram colhidos lavados vaginais de todos os filhotes do sexo feminino. Para tanto, 

e sempre no mesmo horário, uma ponteira contendo 10 microlitros de solução 

fisiológica (NaCl, 0,9%) acoplada a um pipetador automático foi introduzida na vagina 

das ratas, o líquido foi transferido e logo depois aspirado (Marcondes et al., 2002). Em 

seguida, os lavados vaginais foram espalhados sobre lâminas histológicas limpas e 

previamente identificadas com o número do animal. Os lavados vaginais foram 

analisados com o auxílio de um microscópio de luz, e a classificação da fase do ciclo foi 

baseada nos parâmetros descritos a seguir: 

• Proestro: predomínio de células epiteliais e, em menor quantidade à medida que se 

aproxima o final dessa fase, leucócitos e muco. 

• Estro: predomínio de células queratinizadas anucleadas, isoladas ou em grupos e, 

ausência de leucócitos e muco. 

• Metaestro: encontram-se todos os tipos celulares, anteriormente citados, mas com 

decréscimo do número de células queratinizadas e aumento de muco e dos outros tipos 

celulares. 

• Diestro: encontram-se células epiteliais de vários tipos, muitos leucócitos e muito 

muco. 

A análise da regularidade do ciclo estral, que durou 15 dias consecutivos, 

iniciou-se a partir do DPN60. 
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Coleta e análise de órgãos 

Sacrifício Puberdade 

 Logo após a instalação da puberdade, uma rata por ninhada de todos os grupos 

experimentais foi sacrificada para coleta de fígado, rins, hipófise, ovários e útero para 

pesagem, além da coleta de sangue para a dosagem hormonal. 

 Sacrifício após 75 dias 

 Após o término da avaliação da regularidade estral, ou seja, no dia DPN75, uma 

rata (em estro) por ninhada de todos os grupos experimentais foi sacrificada para coleta 

de fígado, rins, hipófise, ovários e útero, e também para coleta de sangue. Os órgãos 

reprodutores foram pré-fixados durante 4 horas na solução fixadora de Alfac (85% de 

álcool 80%, 10% de formol e 5% de ácido acético glacial). A seguir os órgãos foram 

aparados e retornaram ao fixador, até completarem 24 horas de fixação. Após 

processamento para inclusão em parafina, foram obtidos 3 cortes de 5 micrômetros de 

espessura por animal (intervalo de 10 cortes no ovários e 15 no útero), corados pela 

Hematoxilina e Eosina, para avaliação histológica e morfométrica. Nos ovários, foi 

realizada a contagem de corpos lúteos, assim como a classificação e contagem dos 

folículos. A classificação foi baseada nos diferentes estágios de desenvolvimento 

folicular, na morfologia dos folículos e no número de camadas de células da granulosa 

(Borgeest et al., 2002; Talsness et al, 2005). A classificação folicular foi baseada nos 

parâmetros de acordo com o descrito abaixo:  

• Folículo primordial e primário (contados juntos): apresenta uma única 

camada de células planas ou cubóides da granulosa; 

• Folículo pré-antral: apresenta duas a quatro camadas de células cubóides da 

granulosa sem presença de espaço antral; 
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• Folículo antral: apresenta várias camadas de células da granulosa e um espaço 

antral claramente definido; 

• Folículo atrésico: apresenta desorganização das células da granulosa, núcleos 

picnóticos nas células da granulosa, descolamento da membrana basal e 

degeneração do oócito. 

 

No útero, a medida da altura do endométrio foi realizada, em 3 cortes por 

animal, com o auxílio de um microscópio de luz. Para tanto, um microscópio Leica 

DMLB (100X) acoplado a uma câmera digital e a um computador com o software Leica 

Q-win (versão 3 para WindowsTM) foi utilizado. Em cada corte, cinco diferentes 

regiões foram analisadas, resultando no total de 15 medidas por animal. 

 

Dosagens hormonais 

O sangue colhido a partir do rompimento dos vasos cervicais foi coletado em 

tubo cônico e posteriormente centrifugado por 20 minutos a 2400 rpm em centrífuga 

refrigerada a 4°C, para separação do soro, que foi utilizado para dosagens de FSH 

(hormônio folículo estimulante), LH (hormônio luteinizante), estrógeno, progesterona e 

testosterona, realizadas pela técnica de radioimunoensaio. 

 

 

Comportamento sexual 

Os estudos de comportamento sexual foram realizados em 2 ratas por ninhada de 

cada grupo experimental no primeiro estro após os 100 dias de idade, numa sala com 

ciclo invertido, durante a fase escura do ciclo, com o auxílio de 2 lâmpadas vermelhas 

de 40 Watts. Os animais foram colocados individualmente em caixa de polipropileno 
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medindo 56x35x31 cm, com tampa móvel de ferro galvanizada, e em seu assoalho, tela 

quadriculada, que permite perfeita visualização dos animais. Dois observadores 

colocados em posições diferentes em relação à caixa de observação anotaram 

simultaneamente o comportamento dos animais em estudo. Essas observações serão 

comparadas após cada observação, sendo desprezadas as discordantes. Antes do início 

da avaliação propriamente dita, um macho sexualmente ativo foi introduzido na referida 

caixa por 5 minutos, para se adaptar ao novo ambiente. Logo em seguida, foi 

introduzida na caixa a rata em teste, permitindo-se a realização de dez montas do 

macho, anotando-se, em cada uma delas, a presença ou não de lordose na fêmea. 

Define-se lordose como o ato da fêmea curvar o dorso para baixo, ao mesmo tempo em 

que a cauda se ergue expondo, assim, a genitália. A partir desses resultados foi 

calculado o coeficiente de lordose (CL) para cada rata, como especificado abaixo: 

      CL = número de lordoses X 100 

número de montas 

 

Teste de Fertilidade 

Após o estudo do comportamento sexual, 62 ratas foram avaliadas quanto à sua 

fertilidade, sendo 16 do grupo controle, 13 do grupo 0,05mg/kg, 17 do grupo 0,1mg/kg 

e 16 do grupo 0,2mg/kg, uma ou duas por ninhada. Elas foram pareadas com machos 

comprovadamente férteis, até no máximo três ciclos sexuais (estros), colocadas em suas 

caixas (uma fêmea por macho), no início da manhã (sala com ciclo invertido). No final 

da tarde foram colhidos os esfregaços vaginais, conforme descrito anteriormente, sendo 

que o dia em que foi determinada a presença de espermatozóides foi considerado o dia 

zero de prenhez. As fêmeas esperma-positivo foram mortas na manhã do 20° dia de 

prenhez, para a coleta do útero e ovários e registro dos números de corpos lúteos e sítios 

de implantação (implantes) para posterior determinação do potencial de fertilidade 
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(eficiência de implantação): implantes/ corpos lúteos x 100; taxa de prenhez: n.º de 

fêmeas prenhes / n.º de fêmeas inseminadas x 100; taxa de perdas pré-implantação: n.º 

de corpos lúteos – n.º de implantes/ n.º de corpos lúteos X 100; taxa de perdas pós-

implantação: n.º de implantes – n.º de fetos vivos/ n.º de implantes X 100; razão sexual: 

nº de ratos machos/ nº ratas fêmeas X 100. 

 

Análise estatística 

Para comparação dos dados obtidos foram utilizados os testes estatísticos de 

análise de variância – ANOVA, com teste „a posteriori‟ de Dunnet, ou o teste não 

paramétrico de Kruskall-Wallis, com teste „a posteriori‟ de Dunn, de acordo com a 

característica de cada variável. As diferenças foram consideradas estatisticamente 

significativas quando p<0,05. Os resultados foram expressos com os valores de média + 

erro padrão da média e mediana + desvio interquartílico, para dados paramétricos e não 

paramétricos, respectivamente. 
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Evolução do Peso Corpóreo das Progenitoras 

As mães que receberam doses diárias de PT, nas três diferentes doses, 

apresentaram evolução do peso corpóreo normal, semelhantes às ratas do grupo 

controle. O peso corpóreo foi acompanhado do DG12 até o DPN21 (início e fim do 

tratamento) (Figura 1). 

Evolução de peso corpóreo das progenitoras
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Figura 1. Evolução de peso corpóreo médio, em gramas, das ratas prenhes do grupo 

controle (n = 8 animais), e dos grupos tratados com 0,05mg/kg (n = 7 animais), 

0,1mg/kg (n = 9 animais) e 0,2mg/kg  (n = 10 animais) de Propionato de Testosterona 

do DG 12 ao DPN 21. Valores expressos em média + E.P.M. 
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Peso Corpóreo dos Filhotes 

Não houve diferença estatisticamente significativa no peso corpóreo dos filhotes 

fêmeas nos DPN 1, DPN 13 e após a abertura vaginal. Entretanto, no desmame (DG22) 

encontramos uma redução significativa deste parâmetro no grupo 0,2mg/kg, em relação 

ao grupo controle (Figura 2). 

 

 

 

Figura 2. Peso corpóreo médio (g) dos filhotes fêmeas no DPN1, 13, DPN 22 e após a 

abertura vaginal, pertencentes ao grupo controle (n = 8  ninhadas), e dos grupos tratados 

com 0,05mg/kg (n = 7 ninhadas), 0,1mg/kg (n = 9 ninhadas) e 0,2mg/kg (n = 10 

ninhadas) de Propionato de Testosterona do DG12 ao DPN21. Valores expressos em 

média+E.P.M. Teste de ANOVA com teste a posteriori de Dunnet. **p<0,01. 

 

 

  ** 
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Distância Anogenital e Contagem de Mamilos/Aréolas 

 Os filhotes do grupo 0,2 mg/kg apresentaram um aumento significativo na 

distância anogenital relativa (DAG/³√peso corpóreo) no DPN 1 (Figura 3). Valores 

expressos em média+E.P.M. Teste de ANOVA com teste a posteriori de Dunnet. 

 

 

 

Figura 3. Distância ano-genital relativa (DAG/³√peso corpóreo), em mm/g
1/3

,
 
do grupo 

controle (n = 8 ninhadas), e dos grupos tratados com 0,05mg/kg (n = 7 ninhadas), 

0,1mg/kg (n = 9 ninhadas) e 0,2mg/kg (n = 10 ninhadas) de Propionato de Testosterona 

do DG12 ao DPN21. Valores expressos em média+E.P.M. Teste de ANOVA com teste 

a posteriori de Dunnet. **p<0,01. 
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Contagem de Mamilos/Aréolas 

Quanto à contagem de mamilos/aréolas, não houve diferença estatisticamente 

significativa entre os grupos experimentais (Figura 4). Valores expressos em 

média+E.P.M. Teste de ANOVA com teste a posteriori de Dunnet. 

 

 

Figura 4. Número de mamilos das fêmeas no DPN 13 do grupo controle (n = 8 

ninhadas), e dos grupos tratados com 0,05mg/kg (n = 7 ninhadas), 0,1mg/kg (n = 9 

ninhadas) e 0,2mg/kg (n = 10 ninhadas) de Propionato de Testosterona do DG12 ao 

DPN21. Valores expressos em mediana (Q1-Q3). Teste Kruskall Wallis com teste a 

posteriori de Dunn **p<0,01. 
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Idade de Abertura Vaginal 

Não houve diferença estatisticamente significativa na idade média (em dias) em 

que ocorreu a abertura vaginal entre os grupos experimentais (Figura 5). 

 

 

Figura 5. Idade média (em dias) da abertura vaginal de ratas do grupo controle (n = 8 

ninhadas), e dos grupos tratados com 0,05mg/kg (n = 7 ninhadas), 0,1mg/kg (n = 9 

ninhadas) e 0,2mg/kg (n = 10 ninhadas) de Propionato de Testosterona do DG12 ao 

DPN21. Valores expressos em média+E.P.M. Teste de ANOVA com teste a posteriori 

de Dunnet. 
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Primeiro Estro e Regularidade do Ciclo Estral 

 Não houve diferença estatisticamente significativa entre os grupos experimentais 

no dia médio em que ocorreu o primeiro estro (Figura 6), bem como na regularidade do 

ciclo estral (Tabela 1). 

 

 

Figura 6. Idade, em dias, do primeiro estro de ratas do grupo controle (n = 8 ninhadas), 

e dos grupos tratados com 0,05mg/kg (n = 7 ninhadas), 0,1mg/kg (n = 9 ninhadas) e 

0,2mg/kg (n = 10 ninhadas) de Propionato de Testosterona do DG12 ao DPN21. 

Valores expressos em média+E.P.M. Teste de ANOVA com teste a posteriori de 

Dunnet. 
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Tabela 1. Análise da regularidade do ciclo estral de ratas cujas mães foram expostas ao 

Propionato de Testosterona nas doses de 0,05mg/kg (n = 7 ninhadas), 0,1mg/kg (n = 9 

ninhadas) e 0,2mg/kg (n = 10 ninhadas) ou ao óleo de milho (veículo) no grupo controle 

(n=10 ninhadas) do DG12 ao DPN21. Valores expressos em média+E.P.M. Teste de 

ANOVA com teste a posteriori de Dunnet. 

 

 

Parâmetros   Controle 0,05mg/kg 0,1mg/kg 0,2mg/kg 

   (dias)       n = 8    n = 7      n = 9    n = 10   

 

Freqüência da fase              4,2+0,5            4,1+0,5           4,1+0,4            3,4+0,4 

      de Diestro 

 

Freqüência da fase   2,7+0,2            2,5+0,1           2,2+0,3            2,8+0,3 

      de Proestro 

 

Freqüência da fase   4,4+0,1            4,2+0,3           4,3+0,1            4,0+0,1  

      de Estro 

 

Freqüência da fase   3,5+0,4            4,0+0,3           4,3+0,6            4,6+0,4 

      de Metaestro 
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Coleta e análise de órgãos 

Sacrifício Puberdade 

Não foi observada alteração em relação ao peso dos rins, fígado, hipófise e 

órgãos reprodutivos de ratas púberes, sacrificadas em estro, após instalação da 

puberdade nos grupos experimentais, como mostra a Tabela 2. 

 

 

Tabela 2. Peso absoluto do fígado, rins , hipófise  e órgãos reprodutores  de ratas em 

estro  logo após a instalação da puberdade (um animal por ninhada), do grupo controle 

(n = 8 animais), e dos grupos tratados com 0,05mg/kg (n = 7 animais), 0,1mg/kg (n = 9 

animais) e 0,2mg/kg (n = 10 animais) de Propionato de Testosterona. Valores expressos 

em média+E.P.M. Teste de ANOVA com teste a posteriori de Dunnet. 

 

 

Órgão Controle 0,05mg/kg 0,1mg/kg 0,2mg/kg 

 n=8 n=7 n=9 n=10 

 

Fígado (g) 5,69+0,26 5,45+0,14 5,37+0,31 4,81+0,15 

Rins (g) 1,21+0,04 1,15+0,02 1,15+0,04  1,11+0,04 

Hipófise (mg) 6,58+0,36  5,65+0,27 5,77+0,30 5,58+0,17 

Útero (mg) 211,88+12,65 214,14+19,83  231,40+26,83 175,11+5,51 

Ovários (mg) 37,13+3,07  33,40+1,76 38,75+5,18 35,38+2,20 
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Sacrifício após 75 dias 

 No sacrifício do primeiro estro após a análise do ciclo estral, ou seja, após os 75 

dias de idade, também não foi encontrada diferença significativa no peso do fígado, dos 

rins, hipófise e órgãos reprodutivos entre os diferentes grupos experimentais (Tabela 3). 

 

 

Tabela 3. Peso absoluto do fígado, rins, hipófise e órgãos reprodutores de ratas, 

sacrificadas em estro após DPN75, do grupo controle (n = 8 ninhadas), e dos grupos 

tratados com 0,05mg/kg (n = 7 ninhadas), 0,1mg/kg (n = 9 ninhadas) e 0,2mg/kg (n = 

10 ninhadas) de Propionato de Testosterona. Valores expressos em média+E.P.M. Teste 

de ANOVA com teste a posteriori de Dunnet. 

 

 

Órgão Controle 0,05mg/kg 0,1mg/kg 0,2mg/kg 

 n=8 n=7 n=9 n=10 

 

Fígado (g) 8,55+0,22 8,47+0,35 8,47+0,27 8,09+0,20 

Rins (g) 1,87+0,04  1,73+0,06  1,66+0,05 1,55+0,04  

Hipófise (mg) 11,80+0,51 11,19+0,62 10,67+0,56 11,21+0,29 

Útero (mg) 417,93+14,15  529,23+92,63 392,24+22,73 415,00+43,03 

Ovários (mg) 71,50+3,66 69,87+3,34 66,72+3,42 69,01+2,25 
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 Dosagens hormonais  

  Os níveis séricos de estradiol e progesterona mostraram-se semelhantes entre o 

grupo controle e os grupos tratados com 0,05mg/kg, 0,1mg/kg e 0,2mg/kg de 

Propionato de Testosterona, não apresentando diferenças estatísticas tanto na puberdade 

quanto na idade adulta (Figura 7). 

 

 

 

Figura 7. Níveis hormonais de estradiol e progesterona na puberdade (Controle n= 8; 

0,05mg/kg n= 7; 0,1mg/kg n= 9; 0,2mg/kg n= 10) e na idade adulta (Controle n= 14; 

0,05mg/kg n= 8; 0,1mg/kg n= 9; 0,2mg/kg n= 10) das fêmeas sacrificadas em estro, 

tratadas com Propionato de Testosterona in utero e durante a lactação. Teste de 

ANOVA com teste a posteriori de Dunnet. 
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Níveis do hormônio folículo estimulante (FSH) e hormônio luteinizante (LH) 

não mostraram diferenças significativas entre os grupos experimentais, em relação ao 

grupo controle (Figura 8). Níveis de testosterona não puderam ser detectados. 

 

 

 

Figura 8. Níveis hormonais de LH e FSH na puberdade (Controle n= 8; 0,05mg/kg n= 

7; 0,1mg/kg n= 9; 0,2mg/kg n= 10) e na idade adulta (Controle n= 14; 0,05mg/kg n= 8; 

0,1mg/kg n= 9; 0,2mg/kg n= 10) das fêmeas sacrificadas em estro, tratadas com 

Propionato de Testosterona in utero e durante a lactação. 
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Avaliação histológica 

 Contagem folicular 

 O grupo tratado com 0,2mg/kg apresentou diferença significativa em relação ao 

número de folículos primordial e primário. Os outros grupos tratados apresentaram 

aspectos histológicos semelhantes ao grupo controle, sem diferença estatisticamente 

significativa em relação ao número de folículos e de corpos lúteos, como mostra a 

Tabela 4. 

 

Tabela 4. Classificação e contagem das estruturas ovarianas do grupo controle (n = 8 

animais), e dos grupos tratados com 0,05mg/kg (n = 7 animais), 0,1mg/kg (n = 9 

animais) e 0,2mg/kg (n = 10 animais) de Propionato de Testosterona, no estro após os 

75 dias de idade. Valores expressos em média + E.P.M. Teste de ANOVA com teste a 

posteriori de Dunnet. **p<0,01. 

 

  Contagem 

Classificação  Controle 0,05mg/kg 0,1mg/kg 0,2mg/kg 
      

Primordial 

e Primário  1,40 + 0,49 0,71 + 0,26 2,33 + 0,34 1,64 + 0,2** 

      

Pré-Antral  6,91 + 1,17 3,86 + 0,83 5,56 + 0,91 4,67 + 0,81 

      

Antral  7,29 + 0,93 6,90 + 0,90 9,30 + 1,13  7,03 + 1,10 

      

Atrésico  2,01 + 0,86 1,81 + 0,24 1,93 + 0,42 1,37 + 1,28 

      

Corpo lúteo  4,50 + 0,32 4,52 + 0,54 5,70 + 0,53 4,17 + 0,33 
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Figura 7. Fotomicrografias ilustrativas de corte longitudinal de ovários de ratas em 

estro. P: folículo primordial; PA: folículo pré-antral; A: folículo antral; At: folículo 

atrésico, aumento de 200x. CL: corpo lúteo, aumento de 40x. Hematoxilina-Eosina.  

A – grupo 0,1mg; B – grupo 0,05mg; C – grupo controle; D – grupo 0,2mg; E - grupo 

controle. 
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 Morfometria uterina 

No útero, a medida média da altura do endométrio não se mostrou significativa 

entre os grupos experimentais (Figura 5). Em cada corte, cinco diferentes regiões foram 

analisadas, resultando no total de 15 medidas por animal. 

 

 

Figura 5. Média da altura do endométrio, em µm, de ratas tratadas com Propionato de 

Testosterona, no estro após os 75 dias de idade. Grupo controle (n = 8 ninhadas) e 

grupos tratados com 0,05mg/kg (n = 7 ninhadas), 0,1mg/kg (n = 9 ninhadas) e 0,2mg/kg 

(n = 10 ninhadas). Valores expressos em média+E.P.M. Teste de ANOVA com teste a 

posteriori de Dunnet. 
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Figura 8. Fotomicrografia ilustrativa de corte transversal de cornos uterinos de ratas em 

estro. E = endométrio, M = camada muscular, S = serosa. Aumento de 40x, 

Hematoxilina-Eosina. A – grupo controle; B – grupo 0,05mg; C – grupo 0,1mg; D- 

grupo 0,2mg. 
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Comportamento sexual 

 As ratas dos grupos tratados com Propionato de Testosterona in utero e lactação 

não apresentaram alteração em seu comportamento sexual, caracterizado pela presença 

de lordose das fêmeas em estro. A diferença entre os grupos, calculada pelo coeficiente 

de lordose (CL), não se mostrou estatisticamente significativa. 

 

 

Tabela 6. Teste de comportamento sexual realizado com fêmeas aos 100 dias de idade, 

tratadas com Propionato de Testosterona nas doses de 0,05mg/kg (n=13), 0,1mg/kg (n= 

17) e 0,2mg/kg (n= 16) ou óleo de milho (n= 16), in utero e durante a lactação. Teste 

Kruskal Wallis com teste a posteriori de Dunn. 

 

 

Grupo Controle 0,05mg 0,1mg 0,2mg 

 n= 16 n= 17 n= 16 n= 16 
  

        

Coeficiente          

de lordose 96,25 95,39 91,18 86,25 

(%)       (100-100)     (90-100)    (90-100)    (85-100) 
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Teste de Fertilidade 

O teste de fertilidade mostrou que não houve diferença significativa no 

desempenho reprodutivo das ratas tratadas com Propionato de Testosterona (Tabela 7). 

 

 

Tabela 7. Teste de fertilidade realizado em fêmeas adultas do grupo controle (n = 16) e 

dos grupos tratados com 0,05mg/kg (n = 14), 0,1mg/kg (n = 18) e 0,2mg/kg (n = 20) 

com Propionato de Testosterona do DG12 ao final da lactação. 

  

      Parâmetros Controle 0,05mg/kg 0,1mg/kg 0,2mg/kg 

     
     

Nº de fêmeas prenhes 16 13 17 16 

2 
Peso final da rata (g) 385,61+7,24 402,74+5,98 382,28+4,86 371,37+7,21 

2 
Peso útero + fetos (g) (U+F) 64,33+2,56 66,11+1,61 63,35+1,78 61,34+3,08 

2 
Peso rata - peso (U+F) (g) 321,21+5,82 336,64+5,57 322,66+5,87 310,03+5,14 

2 
Peso dos fetos (g) 3,27+0,06 3,19+0,07 3,25+0,05 2,23+0,04 

2 
Número de corpos lúteos 14,75+0,88 14,54+0,55 14,59+0,43 14,44+0,77 

2 
Número de implantes 14,19+0,92 14,38+0,51 13,41+0,35 13,12+0,59 

2 
Número de fetos 12,43+0,53 13,15+0,43 12,59+0,34 12,06+0,58 

1 
Potencial de fertilidade (%) 100 (98,68-100) 100 (100-100) 93,33 (92,85-100) 97,05 (86,15-100) 

1 
Perdas pré-implantação (%) 0 (0-1,31) 0 (0-0) 6,66 (0-7,14) 2,94 (0-13,84) 

1 
Perdas pós-implantação (%) 7,18 (0-17,19) 7,69 (6,25-13,33) 7,14 (0-8,33) 7,69 (6,07-9,09) 

1 
Razão sexual (%) 64,58 (48,61-165) 116,67 (83,33-200) 120 (85,71-180) 94,44 (71,42-135) 

 

 

1
 Valores expressos em mediana (1º quartil – 3º quartil). Teste de Kruskal-wallis. 

2
 Valores expressos em média + EPM. Teste ANOVA (p<0,05). 
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Recentemente, grande atenção tem sido dada ao estudo de compostos químicos 

com potencial em causar desregulação endócrina em animais, principalmente no homem 

(Hotchkiss et al., 2002). Esses desreguladores possuem a capacidade de mimetizar ou 

antagonizar os efeitos de hormônios esteróides no organismo, podendo alterar todo o 

sistema endócrino. Essa alteração pode ser profunda, visto que os hormônios 

desempenham papel crucial no controle do desenvolvimento (Gray et al., 2001) 

Um exemplo são os compostos com atividade androgênica, que têm sido 

encontrados como contaminantes de rios e em animais destinados à alimentação 

humana nos Estados Unidos e Europa (Parks et al., 2001; Orlando et al., 2004). Esses 

andrógenos exógenos exercem efeitos negativos na fertilidade em fêmeas de mamíferos, 

dependendo da dose, via de administração e tempo de exposição (Foecking et al., 2008). 

A exposição de fêmeas a andrógenos no período pré-natal pode causar masculinização 

psicológica e alterações comportamentais, desregulando o desenvolvimento normal do 

fenótipo feminino. (Greene et al., 1939; Huffmand and Hendricks, 1981; Wolf et al., 

2002; Hotchkiss et al., 2007).   

A literatura mostra que a maior parte dos estudos são realizados em doses 

relativamente altas e períodos curtos de tratamento (Hoepfner and Ward, 1988; Wolf et 

al., 2002, 2004; Hotchkiss et al., 2007; Welsh et al., 2009). O presente estudo, por outro 

lado, visa mimetizar a exposição de ratas fêmeas prenhes e lactantes a contaminantes 

ambientais com ação androgênica (encontrados em baixas doses) e estudar os possíveis 

efeitos tóxicos na prole feminina. O propionato de testosterona foi escolhido como o 

agente de ação androgênica e a janela de exposição para as ratas prenhes (DG12 ao 

DPN 21) coincide com o período crítico de diferenciação sexual da prole (Wolf et al., 

2000; McIntyre et al., 2002). 
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O monitoramento do peso corpóreo materno durante o tratamento fornece um 

índice do estado de saúde geral dos animais, e essa informação pode ser importante para 

a interpretação de possíveis efeitos reprodutivos (US EPA, 1996). A testosterona tem 

mostrado potencial para reduzir o peso gestacional de ratas tratadas com altas doses. 

Doses acima de 2mg/kg/dia reduzem o ganho de peso gestacional em 20g 

(aproximadamente 8% do peso materno) (Greene et al., 1939; Fritz et al., 1984; 

DeHaan, et al., 1987; Wolf et al., 2002). Em um tratamento com 1mg/kg/dia de PT, 

Wolf et al (2004) encontraram uma redução do peso corpóreo materno de 53g no grupo 

controle para 35g no grupo tratado. No nosso estudo, o peso das mães durante o período 

de exposição ao PT se mostrou uniforme entre os grupos, indicando ausência de efeitos 

tóxicos maternos no tratamento com a droga.  

Os resultados mostraram ausência de efeitos do tratamento com o PT sobre o 

peso corpóreo dos filhotes no DPN 1 e no DPN13. No DPN 22, houve uma diminuição 

do peso corpóreo no grupo 0,2mg/kg, mas essa alteração não se manteve; após a 

abertura vaginal este parâmetro retornou a valores semelhantes ao grupo controle.  Wolf 

et al, 2004, em um tratamento com 1mg/kg/dia de Propionato de Testosterona, 

encontraram redução significativa de peso corpóreo da ninhada ao desmame (DPN24). 

Hotchkiss et al (2007) realizaram um tratamento com PT nas doses de 1,5mg/kg/dia e 

2,5mg/kg/dia do 14º DG ao 18º DG, e mostraram redução de peso corpóreo dos filhotes 

no DPN 2 em ambas as doses. Wolf et al (2002) em um tratamento com 0,5; 1; 2; 5; e 

10mg/kg/dia do DG14 ao DG19 também observaram uma redução de peso corpóreo dos 

filhotes no DPN2 em todas as doses, entretanto este se mostrou um efeito transitório. 

Biomarcadores externos da exposição pré-natal a andrógenos têm sido descritos 

em roedores, e incluem a distância anogenital (DAG) e número de aréolas/mamilos 

(Hotchkiss et al., 2007). A DAG é definida como a distância entre a papila genital e o 
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ânus; roedores machos apresentam a DAG aproximadamente duas vezes maior que as 

fêmeas (Vandenbergh and Huggett, 1995; Gray et al., 1999). É uma medida que pode 

variar com o peso corpóreo. Portanto, agentes sem atividade endócrina podem induzir 

aparente alteração neste parâmetro se eles afetarem o tamanho dos filhotes. Do mesmo 

modo, agentes com efeitos hormonais podem não ser detectados se induzirem uma 

mudança compensatória no peso corpóreo. Estudos revelam que a DAG aumenta 

aproximadamente 0,13 mm para cada 1 g, no caso do peso corpóreo de filhotes fêmeas. 

(Gallavan et al., 1999). Agentes com atividade endócrina, como a testosterona e a 

androstenediona, podem causar alterações na DAG da progênie de ratas tratadas 

(Greene et. al., 1939). Com base no fato de que o animal cresce rapidamente, e este 

crescimento ocorre em três dimensões, o peso corpóreo deve ser visto como uma 

medida cúbica (Wise et al., 1991; Clark, 1999). Aréolas são áreas escuras envolvendo o 

broto do mamilo e são indicativos de mamilos adultos. Ratas apresentam tipicamente 12 

mamilos, enquanto machos não possuem nenhum. A formação de aréolas/mamilos 

durante a diferenciação sexual em ratos é prevenida pela presença de DTH 

(dihidrotestosterona) (Goldman et al., 1976, Imagawa et al., 1994). Ambos os 

marcadores variam com a exposição pré-natal a andrógenos (Gray et al., 1999). 

No presente estudo, houve aumento da DAG relativa no grupo 0,2mg/kg no 

DPN 1. Quanto ao número de aréolas/mamilos, não houve alteração significativa, ou 

seja, fêmeas mantiveram média de 12 mamilos. Wolf et al (2002), em um estudo com 1, 

5 e 10 mg/kg/dia de PT encontraram aumento na DAG nas fêmeas no DPN 2 e 

nenhuma alteração no número de aréolas/mamilos, corroborando nossos resultados.  

A puberdade é determinada por um aumento gradual da secreção dos hormônios 

gonadotróficos pela hipófise, levando ao aumento de estradiol no sangue, sendo que em 

ratas, a idade de abertura vaginal e do primeiro estro são indicativos externos deste 
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acontecimento (US EPA, 1996; Guyton & Hall, 2002). Hotchkiss et al. (2007), em um 

tratamento com PT, encontraram atraso na data da abertura vaginal, agênese do orifício 

da vagina e hipospadia no grupo de ratas tratadas com 2,5 mg/kg/dia. Por outro lado, 

Wolf et al. (2002) relatam ausência de efeitos sobre a abertura vaginal, em ratas tratadas 

com PT, nas doses de 0,1 e 0,5 mg/dia. Nossos estudos mostraram ausência de alteração 

na abertura vaginal em todos os grupos experimentais, bem como na idade primeiro 

estro. 

O ciclo estral é o ciclo reprodutivo de ratas, e é caracterizado por 4 fases: 

proestro, estro, metaestro e diestro. Do início da maturidade sexual até os 12 meses de 

idade, a duração média do ciclo estral é de quatro dias (Marcondes, 2002). Segundo 

Young et al. (1941) a ovulação ocorre do começo do proestro ao fim do estro. 

Tratamento pré-natal com testosterona inibe o desenvolvimento normal da ciclicidade, 

levando à um padrão acíclico na secreção de gonadotrofinas, manifestado pela 

ocorrência de corneificação vaginal (McDonald, 1971). No presente trabalho não houve 

alteração da regularidade do ciclo estral, analisado pela freqüência de cada uma das 

fases do ciclo, bem como pela sua duração. Esses dados demonstram ausência de efeitos 

tóxicos do Propionato de Testosterona sobre o ciclo reprodutivo das ratas fêmeas nas 

concentrações de 0,05mg/kg, 0,1mg/kg e 0,2mg/kg em exposição do DG 12 ao final da 

lactação. 

Durante o ciclo estral há grande variação dos níveis de hormônios 

gonadotróficos. Níveis de prolactina, LH e FSH estão baixos durante o ciclo estral e só 

aumentam no final do proestro. Níveis de estradiol aumentam no metaestro e retorna a 

níveis basais no estro, com pico no proestro. Níveis de progesterona aumentam durante 

o metaestro e diestro e em seguida apresenta diminuição (Smith et al., 1975; Sportnitz et 

al., 1999). Essa oscilação faz com que o peso do útero sofra mudanças ao longo do 
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ciclo, sendo que o maior peso é atingido em proestro devido à secreção de estrógenos 

(US EPA, 1996). A variação da idade da instalação da puberdade também pode alterar o 

peso dos órgãos reprodutivos, especialmente os ovários (McDonald, 1971). Os ovários 

exercem funções importantes na reprodução feminina como desenvolvimento e 

maturação dos gametas e secreção de esteróides para regulação do ciclo estral 

(Richards, 1980; Hedge, 1987). 

Neste trabalho não houve alteração no padrão de secreção de hormônio 

luteinizante (LH), folículo-estimulante (FSH), estrógeno e progesterona e 

consequentemente, no peso absoluto e relativo dos órgãos reprodutivos, demonstrando 

que em baixas doses o PT não desregula a secreção hormonal. 

Fêmeas nascem com um número finito de folículos ovarianos, dentro dos quais 

ocorre a maturação dos oócitos, que ficam parados em meiose até um período 

imediatamente antes da ovulação. Durante cada ciclo estral, folículos primordiais são 

recrutados para o desenvolvimento, passando por estágio pré-antral e antral antes de se 

tornar maduro para ser fertilizado (Richards, 1980; Hirshfield, 1991). 

Agentes químicos com capacidade de afetar diretamente o ovário ou o eixo 

reprodutivo (hipotálamo-hipófise-ovário) podem desregular a função ovariana, 

resultando em infertilidade, especialmente se a toxicidade ocorrer em folículos 

primordiais, que uma vez destruídos não conseguem se restabelecer. Entretanto, o 

ovário apresenta enzimas capazes de biotransformar xenobióticos, detoxificando-o. Em 

ratos, enzimas como epóxi-hidrolase e citocromo P450 realizam essa função (Mukhtar, 

1978; Mattison, 1979; Heinrichs, 1980; Bengtsson, 1983;; Bengtsson, 1992). 

No presente trabalho, o tratamento com PT diminuiu o número de folículos 

primordiais na dose de 0,2mg/kg em relação ao grupo controle. Entretanto, não houve 

diminuição de folículos pré-antrais e antrais nos grupo experimentais. É possível que 
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esses folículos não tenham sofrido ação do tóxico devido à existência de enzimas 

ovarianas. 

Segundo Rhees (1997), a diferenciação sexual das estruturas cerebrais e suas 

funções são dependentes de níveis de testosterona ou seus metabólitos durante certo 

período “sensitivo” do desenvolvimento. Se a testosterona estiver presente durante 

último período da gestação, ocorre masculinização ou desfeminização do 

comportamento sexual de fêmeas, bem como alteração da morfologia e funcionamento 

do sistema nervoso central e da fisiologia reprodutiva. (Gerall et al., 1966; Kawashima 

et al., 1997). Realizando um estudo com testosterona diluída em óleo de gergelim em 

dose única de 5mg no DG 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22, Rhees (1977) encontrou 

diminuição do comportamento de lordose das fêmeas que receberam a droga no DG 18 

ou mais, mostrando que a sensibilidade do comportamento sexual ocorre a partir desse 

período. Entretanto, nossos resultados não demonstraram ausência ou diminuição do 

comportamento sexual nas fêmeas dos diversos grupos tratados, indicando que a 

testosterona, nas doses de 0,05; 0,1 e 0,2 mg/kg, não interfere com a organização do 

cérebro feminino.  

Alguns estudos relatam que a testosterona não provoca danos ao DNA de 

animais tratados (Ho, 1994); entretanto, quando o tratamento é combinado com 

exposição à estrógenos, a testosterona é capaz de provocar danos dramáticos, como 

quebra na fita de DNA (Ragnotti, 1987). O teste de fertilidade realizado neste estudo 

não mostrou alteração no número de perdas pré e pós-implantação, sugerindo que a dose 

de testosterona ministrada não causou dano cromossômico.  O potencial fértil e taxa de 

prenhez dos animais tratados também não se alterou, mostrando que as fêmeas 

mantiveram a capacidade de gerar prole viável.  
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Os resultados obtidos permitem concluir que nestas condições experimentais o 

PT, em baixas doses, é tóxico ao desenvolvimento inicial das fêmeas, uma vez que 

houve redução no peso corpóreo no 22º dia pós-natal, masculinização dos filhotes 

fêmeas, caracterizada pelo aumento da DAG relativa. Houve ainda diminuição no 

número de folículos primordiais do grupo tratado com maior dose. Entretanto essas 

alterações não comprometeram o desenvolvimento sexual posterior, como instalação da 

puberdade, ciclicidade e secreção hormonal, comportamento sexual, fertilidade. 
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