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Resumo

A terapia com testosterona é frequentemente indicada para o tratamento de vérias condic¢Ges patolégicas relacionadas
ao envelhecimento, como osteoporose e a sindrome metabolica. Entretanto, persistem alguns questionamentos sobre a
seguranca do uso da terapia, por haver um aumento de susceptibilidade de doencas prostaticas. As analises
histopatologicas se baseiam em metodologias subjetivas, sendo importante a validagdo de métodos quantitativos,
como a anélise fractal, que detecta mudangas morfoldgicas sutis e transformar a complexidade da forma em dados
guantitativos analiticos. Assim, o estudo investigou os efeitos da terapia com testosterona sobre a remodelagdo do
microambiente prostatico e a validagdo de um método eficaz para analises teciduais. Ratos Wistar com 150 dias de
idade foram divididos em dois grupos experimentais (n = 5): Grupo T: receberam injecfes subcutaneas de cipionato
de testosterona (5mg/kg peso corpéreo) diluido em 6leo de milho em dias alternados por 4 semanas; Grupo C:
receberam inje¢des subcutaneas de 6leo de milho como veiculo. Os animais foram eutanasiados aos 180 dias de idade,
em camara de CO2, seguido de decapitacdo. Apds a eutanasia, a prostata ventral dos animais foi coletada, dissecada e
realizado o processamento histolégico para analise fractal, estereol6gica e altura epitelial. Houve redugdo da
dimensdo fractal no grupo T, acompanhado de aumento da altura epitelial. A andlise estereoldgica revelou diminuicéo
do compartimento estromal e aumento do compartimento epitelial. Assim, os resultados demonstram que a analise
fractal foi eficaz na avaliacdo de alteragdes relacionadas a suplementacdo hormonal com testosterona, evidenciando as
alteracBes morfoldgicas prostéaticas observadas pelos outros métodos.

Palavras-chave: Préstata; Testosterona; Fractais; Patologia.

Abstract
Testosterone therapy is often indicated for the treatment of several pathological conditions related to aging, including
osteoporosis and metabolic syndrome. However, some questions persist about the safety of the use of the therapy, due
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to the increased susceptibility of non-prostatic disease. The histopathological analyzes are based on subjective
methodologies, being important to the validation of quantitative methods, such as fractal analysis, to detect subtle
morphological changes and transform the complexity of the structures into quantitative analytical data. Therefore, the
study investigated the effects of testosterone therapy on the prostatic microenvironment remodeling and the validation
of an effective method for tissue analysis. Wistar rats with 150 days olde were divided into two experimental groups
(n =5): Group T: received subcutaneous injections of testosterone cypionate (5mg/kg body weight) diluted in corn ail
every other day for 4 weeks; Group C: received subcutaneous injections of corn oil as vehicle. The animals were
euthanized at 180 days old, in a CO2 chamber, followed by decapitation. After euthanasia, the ventral prostate was
collected, dissected and histologically processed to perform the fractal, stereological and epithelial height analysis.
There was a reduction in the fractal dimension in group T, accompanied by an increase in epithelial height.
Stereological analysis revealed a decrease in the stromal compartment and an increase in the epithelial compartment.
Likewise, the results demonstrate that the fractal analysis was effective in assessing alterations related to hormonal
supplementation with testosterone, evidencing prostatic morphological alterations observed in the other methods.
Keywords: Prostate; Testosterone; Fractals; Pathology.

Resumen

La terapia con testosterona estd indicada para el tratamiento de afecciones patolégicas relacionadas con la edad.
Todavia existen algunas dudas sobre la seguridad de la terapia, debido a una susceptibilidad a las enfermedades
prostaticas. Los analisis histopatol6gicos se basan en metodologias subjetivas, y es importante validar métodos
cuantitativos, como el analisis fractal, que detecta cambios morfolégicos sutiles y transforma la complejidad de la
forma en datos analiticos cuantitativos. Por lo tanto, el estudio investigé los efectos de la terapia con testosterona en la
remodelacion del microambiente prostatico y la validacion del método fractal. Ratas Wistar de 150 dias de edad se
dividieron en dos grupos experimentales (n = 5): Grupo T: recibieron inyecciones subcutineas de cipionato de
testosterona (5 mg/kg de peso corporal) diluido en aceite de maiz en dias alternos durante 4 semanas; Grupo C:
recibid inyecciones subcutaneas de aceite de maiz como vehiculo. Los animales fueron sacrificados a los 180 dias de
edad. Despues de la eutanasia, se recolectd la prostata ventral de los animales, se disecciond y se realizé el
procesamiento histoldgico para el anlisis fractal, estereoldgico y de altura epitelial. Hubo una reduccion de la
dimensién fractal en el grupo T, acompafiada de un aumento de la altura epitelial. El andlisis estereoldgico revel6 una
disminucion del compartimento estromal y un aumento del compartimento epitelial. Asi, los resultados demuestran
que el analisis fractal fue efectivo en la evaluacion de alteraciones relacionadas con la suplementacién hormonal,
evidenciando las alteraciones morfoldgicas prostaticas observadas por los otros métodos.

Palabras clave: Prostata; Testosterona; Fractales; Patologia.

1. Introducéo

A prostata € uma glandula Unica com fungdo secretora presente em homens. O liquido prostatico, composto por
calcio, ion citrato, enzima de coagulagdo, ion fosfato e prd-fibrolisina, tem pH basico, sendo importante no processo de
alcalinizagdo vaginal e conferindo o aspecto leitoso do sémen e seu odor caracteristico. Além disso, é possivel que ela
alcalinize os demais liquidos seminais masculinos, melhorando a motilidade do espermatozoide (Hall, 2011 & Silverthorn,
2010). Histologicamente, em ratos, a prostata constitui-se de glandulas tabulo-alveolares sustentada por uma matriz
extracelular, sendo esta rica em fibras colagenas, proteoglicanos, fibras reticulares, fibras elasticas e glicoproteinas (Souza,
2015). Na maioria dos roedores, a glandula prostética apresenta-se como uma estrutura complexa composta de trés lobos
distintos, designados pela localizacdo que cada um deles ocupa em relagdo a uretra. Assim, sao identificados o lobo ventral, no
istmo da bexiga, e os lobos dorsal e lateral, que circundam dorso-lateralmente a uretra, a base da bexiga, a vesicula seminal e
as glandulas coaguladoras (Price, 1963; Jesik et al., 1982; Sugimura et al.,1986; Scarano, 2002). O epitélio das unidades
secretoras e seus ductos séo constituidos de células geralmente cilindricas e altas - as células epiteliais luminais — e entre as
bases destas podem estar distribuidas células menores, achatadas ou arredondadas — as células epiteliais basais, que alguns
autores consideram como células progenitoras que possuem marcadores especificos. (Kurita et al., 2004; Timms et al., 2005).

A prostata, por ser uma glandula horménio-dependente, sofre influéncia dos andrégenos. Estes sdo conhecidos por
serem hormonios esteroides que exercem complexa agdo em varios outros tecidos-alvo como 0ssos, musculos, medula 6ssea,
sistema nervoso central e 6rgdos reprodutivos (revisado por Kelly & Jones, 2013). Além da sua funcdo fisiolGgica, a

testosterona tem se tornado um dos medicamentos mais utilizados mundialmente, principalmente associada a patologias
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relacionadas ao processo de envelhecimento. Tais patologias sdo caracterizadas pelos baixos niveis séricos de testosterona,
entre as quais podemos citar o diabetes/sindrome metabdlica, doencas cardiovasculares e osteoporose (Reyes-Vallejo et al.,
2007; Yassin & Saad, 2013; Hermoso et al., 2020).

Apesar da dependéncia hormonal e as consequéncias severas da deplecdo, muitos médicos e fisiologistas continuam
céticos quanto a seguranca do uso da terapia com testosterona (TT), especialmente devido a possivel associagdo com inducéo
ou estabelecimento do cancer de prostata (Gooren et al., 2007). Na ultima década, pesquisadores tém ressaltado a falta de
suporte cientifico indicando a TT como sendo capaz de induzir ou mesmo estimular o crescimento do cancer de prostata
através do recrutamento de lesdes malignas preexistentes (Drewa & Chlosta, 2010).

A testosterona, formada pelas células intersticiais de Leydig situadas no intersticio entre os tubulos seminiferos, é
metabolizada em 5a- di-hidrotestosterona (DHT) e tanto a testosterona como a 5a-DHT contribuem para o crescimento
prostatico. (Hall, 2011; Shoskes et al., 2016). Os andrdgenos sdo fundamentais para 0 desenvolvimento e manutencdo do
tecido normal e do cancer, e o receptor de andrégeno (AR) é o principal alvo terapéutico para o cancer prostatico. (Marchiani
et al., 2010). Este fendmeno é ainda apoiado por estudos in vivo, onde a administragcdo de andrégenos cria um ambiente pro-
tumorigénico em modelos de xenoenxerto murino e o efeito inverso segue com a supressdo androgénica. (Ahmad et al., 2008).

Apesar dos possiveis efeitos pro-carcinogénicos descritos acima, existe na literatura a teoria da satura¢do androgénica,
que propde que os efeitos da testosterona na préstata sdo limitados pela capacidade e concentracdo de ARs. Portanto, a
testosterona acima de um determinado limiar ndo afetaria 0 microambiente prostatico (Morgentaler, 2009). Clinicamente, essa
teoria foi consolidada com a descoberta de que, embora a TT aumente o nivel sérico de testosterona, ele ndo se correlacionou
com os niveis de testosterona intraprostatica em amostras de bidpsias de homens que realizaram este tipo de intervencédo
(Marks et al., 2006).

Na literatura € possivel encontrar diversas aplica¢cdes e beneficios da TT. Numerosos estudos intervencionistas
mostraram que esta terapia em homens com hipogonadismo e portadores de sindrome metabdlica traz beneficios sobre
obesidade, resisténcia a insulina e controle glicémico (Kapoor et al., 2006; Salam et al., 2012). Além disso, a TT demonstrou
melhorias em fatores de risco cardiovascular bem estabelecidos, diminuindo a pressdo arterial elevada, os niveis de
triglicerideos e o colesterol (Salam et al., 2012). Seu uso também estd associado a uma melhora significativa nos sintomas
depressivos naqueles que receberam tratamento dentro do cenério de um estudo randomizado (Giltay et al., 2010).

A maioria dos estudos que avaliam os efeitos histopatol6gicos da TT no microambiente prostatico foram realizados
por meio de analises subjetivas e qualitativas. Para diminuir este viés, se torna necessario o uso de analises quantitativas, como
por exemplo, a andlise fractal. A andlise fractal € um método bem estabelecido para a quantificacdo da complexidade
geométrica em sistemas bioldgicos e biofisicos (Gudea & Stefan, 2013; Metze, 2013; West, 2010). E amplamente aplicada
para investigar a taxa metabolica, genética populacional, organizacdo de tecidos e crescimento tumoral, sendo utilizada na
andlise de diversos tecidos, como no sistema reprodutivo feminino e, também, no sistema nervoso central (Pajevic et al., 2018).

Estudos recentes mostraram que a andlise computadorizada de imagens microscopicas € um método objetivo e
reproduzivel para fins diagndsticos e prognosticos (Bizzarri et al, 2011; Ferro et al, 2011; Gheonea et al., 2014). A andlise
fractal permite a deteccdo de mudangas morfoldgicas sutis, transformando a complexidade da forma em dados quantitativos
analiticos, conciliando caracteristicas estruturais e medidas quantitativas funcionais (Pajevic et al., 2018).

Tecnicamente, um fractal € um objeto que apresenta invariancia na sua forma a medida em que a escala, sob a qual o
mesmo € analisado, é alterada, mantendo-se a sua estrutura idéntica a original. As principais propriedades que caracterizam 0s
fractais sdo a auto semelhanca, a complexidade infinita e a sua dimensdo. A auto semelhanca é identificada quando uma
porcao, de uma figura ou de um contorno, pode ser vista como uma réplica do todo, numa escala menor (Assis et al., 2008).

Desta forma, a analise dos objetos fractais baseia-se na relacdo entre a resolugdo e a escala em que o objeto é avaliado, € 0
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resultado pode ser guantitativamente expresso como a dimensdo fractal (DF) do objeto (Karperien et al. 2008), sendo
representado pela equacdo: DF = (Log Nr / log r-1). Nessa equacdo, Nr é a quantidade de elementos iguais necessarios para
sobrepor ou preencher o objeto original, e corresponde a régua ou escala aplicada ao objeto e DF a dimensao da referida
estrutura ou objeto (Pacagnelli et al., 2016).

No campo da biologia prostatica, a utilizacdo da dimensdo fractal como uma ferramenta para diagnéstico patolégico
no cancer de préstata tem sido estabelecida por varios autores (Arruda et al., 2013; Waliszewski et al., 2015, 2016), reforcando
0 conceito de que o método de estimativa fractal € um indice adicional Util para a avaliagdo microscopica convencional. Em
suma, a analise fractal pode fornecer informagfes quantitativas e reprodutiveis, diminuindo os erros oriundos de andlises
manuais e subjetivas e minimizando a variabilidade intra e interobservador (Frisch et al., 2012).

A partir do que foi exposto acima, o presente estudo tem como objetivo validar a dimensdo fractal como uma
ferramenta (til para o impacto da terapia hormonal com testosterona sobre a remodelacéo tecidual do microambiente prostatico

de ratos Wistar adultos saudaveis.

2. Metodologia

O bioterismo e a coleta do material foram realizados nas dependéncias do Departamento de Anatomia do Instituto de
Biociéncias da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — Campus de Botucatu (IBB/UNESP). Os fragmentos
de préstata ventral foram coletados, dissecados e confeccionados em laminas histologicas. Os ratos Wistar, provenientes do
biotério desta instituicdo, foram mantidos em caixas de polietileno medindo 40x30x15cm, com fundos sélidos, forrados com
substrato de maravalha, sob condi¢des controladas de luminosidade (12h de claro e 12h de escuro), temperatura (20 a 25°C),

sendo fornecida agua filtrada e racdo (Nuvital®) ad libitum.

2.1 Protocolo experimental

Este é um estudo experimental, intervencional, prospectivo, quantitativo (Estrela, 2018). Foram selecionados 10 ratos
Wistar com 150 dias de idade divididos em dois grupos experimentais (n = 05 / grupo): grupo T recebendo injecBes
subcutaneas de cipionato de testosterona (Deposteron®, 5 mg / kg de peso corporal) diluido em 6leo de milho, em dias
alternados, durante 4 semanas, em um horério consistente todos os dias (8:00 - 8:30) (Sattolo et al.,, 2004; Scarano et al., 2006)
e grupo C recebendo apenas inje¢des subcutaneas de éleo de milho como veiculo.

O protocolo experimental seguiu os principios éticos em pesquisa animal do Colégio Brasileiro de Experimentacéo
Animal (COBEA) e foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagio Animal do Instituto de Biociéncias de Botucatu
(208 — CEEA).

2.2 Andlise da estrutura prostéatica

Aos 180 dias de idade, os ratos foram eutanasiados em cdmara de CO; seguido de decapitacdo. O uso de CO2 é um
método de eutandsia aceito com algumas restricdes (de acordo com a recomendagdo da Resolugcdo Normativa n® 37 — 15 de
fevereiro de 2018 do CONCEA — Conselho Nacional de Controle em Experimentacdo Animal) e foi adotado neste estudo em
virtude das analises hormonais (dados previamente publicados: Mendes et al., 2018) e embasado pela literatura cientifica
(Deckardt et al., 2007; Nazian et al., 1988).

Os animais eutanasiados foram pesados e submetidos a laparotomia abdémino-pélvica para remogdo e coleta da
prostata ventral. Os fragmentos do segmento intermediario da prdstata ventral foram rapidamente fixados por imersdo em

metacarn (6 metanol: 3 cloroférmio: 1 acido acético) e mantidos em alcool 70%. Posteriormente, o material foi desidratado em
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solugBes crescentes de etanol, clarificado em xilol e incluido em paraplast (Oxford Labware, St. Louis, MO, USA),

seccionados com quatro um de espessura em microtomo rotativo e submetidos a colora¢ao de Hematoxilina - Eosina (HE).

2.3 Anélise fractal

Para analise da dimenséo fractal, 2 secgdes histologicas/animal (intervalo de 50 um entre cada sec¢do — 5 animais),
coradas com H&E foram fotografadas (10 campos histologicos/seccdo, aumento de 40x), seguido de padronizacdo das imagens
e binarizacdo para leitura e a dimenséo fractal estimada pelo método box-counting, por meio do software Image J (Instituto
Nacional de Saude, Estados Unidos — NIH), disponivel gratuitamente na Internet (http://rsbweb.nih. gov/ij/). O software
considerara 0 box-counting em duas dimensdes, permitindo a quantificacdo da distribuicdo de pixels nesse espaco, nao
considerando, portanto, a espessura do corte e a coloracdo da imagem.

A andlise das laminas histoldgicas fractais se baseou na relacdo entre a resolucéo e a escala avaliada, e o resultado foi
guantitativamente expresso como a dimensdo fractal do objeto que é DF= (Log Nr / log r-1), sendo Nr a quantidade de
elementos iguais necessarios para preencher o objeto original e r a escala aplicada ao objeto. Com isso, a dimensdo fractal foi

calculada com o software Image J ficando sempre entre 0 e 2, ndo distinguindo texturas diferentes (Pacagnelli et al., 2016).

2.4 Analise morfométrica

Para analise da altura do epitélio do tecido prostético foi realiza sec¢Bes histologicas coradas com HE seguindo as
instrucbes do software Image J (Instituto Nacional de Saldde, Estados Unidos — NIH), disponivel gratuitamente na Internet
(http://rsbweb.nih. gov/ij/). Foram analisadas sec¢des histologicas de 5 animais/grupo, sendo fotografadas (10 campos
histologicos/sec¢do, aumento de 40x) e medidas 10 &reas distintas para cada foto através da ferramenta de selecdo em linha
reta (line selection tools straight-line). Para realizar as medidas, é necessaria uma padronizagdo realizada pela selegdo em linha
reta da barra de 100pum, seguido da selecdo da escala (ferramenta Analyze: Set Scale). Padronizacdo: escala de 6.2700

pixels/um (aplicado para a medida de todas as imagens).

2.5 Analise estereoldgica

Para anélise estereoldgica, foram avaliadas sec¢des histoldgicas de 10 ldminas coradas com HE de 5
animais/grupo, com espaco de 50um entre cada Iamina, sendo fotografados 10 campos histoldgicos por sec¢do no aumento de
40x e mensurado a por¢do de cada compartimento através da grade de Weibel. A grade de Weibel, contendo 168 pontos e 84
linhas, foi sobreposta a seccdo histoldgica e, através do software Contador, foi estimada quantitativamente a proporcao

ocupada entre os compartimentos da prostata (epitélio, limen e estroma) nos dois grupos experimentais.

2.6 Anélise estatistica
Os dados resultantes das andlises foram submetidos a testes estatisticos paramétricos (Teste T-Student) para
averiguacao da significancia entre eles através do software Prism 5.0 (GraphPad), (significancia com valor de p < 0,05). A

andlise estatistica referida foi empregada com o objetivo de comparar os resultados obtidos entre os grupos em estudo.

3. Resultados
A TT foi responsavel por reduzir a dimensdo fractal prostatica (Figura 1F). A diferenga captada por essa analise
refletiu nas outras analises realizadas. Em relacdo a altura epitelial, foi observado um aumento do epitélio no grupo submetido

a administracdo de testosterona quando comparado ao grupo controle (Figura 1E).
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Em contrapartida, quando realizada a analise estereologica, observamos diminuicdo da area ocupada pelo
compartimento estromal no grupo submetido a TT e consequente aumento do compartimento luminal (Figura 1H). Importante
ressaltar que, apesar das alteracBes observadas pelas andlises estéreo-morfométricas, ndo foram observadas alteracGes

patologicas no grupo submetido a TT, como hiperplasia, neoplasia intraepitelial prostatica ou qualquer outro tipo de lesédo
caracteristica deste 6rgao.

Figura 1. Andlise histoldgica, fractal e estereoldgica prostatica em ratos Wistar adultos submetidos a terapia hormonal com
testosterona. Na figura podemos observar sec¢des histoldgicas coradas com HE e as respectivas imagens binarizadas no grupo
C(AeB)enogrupo T (Ce D). Pode-se ressaltar também a diminuicdo da dimensdo fractal (F) e o aumento da altura epitelial
(E) no grupo T. A administracdo de testosterona também provocou diminui¢do do compartimento estromal (H) e aumento do
compartimento luminal (I). O simbolo asterisco (*) demonstra a significancia estatistica das alteracGes encontradas.
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4. Discussao

Em diferentes espécies de mamiferos, a prostata é identificada por diferencas anatdbmicas e bioquimicas (Marker et al.,
2003). O processo de desenvolvimento da glandula é dependente de interagbes entre o epitélio e o estroma, sendo de
fundamental importancia para a homeostase do tecido prostatico (Cunha et al., 1996). A analise fractal é capaz de detectar
mudancas morfoldgicas sutis neste tecido e vem tomando espago na area da medicina como uma analise quantitativa adicional,
sendo Gtil em estudos de patologias e de terapias, além de auxiliar no progndstico de doencas simuladas em laboratorio
(Pajevic et al., 2018; Rodrigues, 2016).

Com os resultados apresentados, foi observado que as modificacfes presentes na altura epitelial e na proporcéo
ocupada pelos compartimentos prostaticos nos animais submetidos a TT foram evidenciadas também pela analise fractal. As
alteracBes observadas corroboram com o fato de que o microambiente prostatico é responsivo a andrégenos, incluindo a
testosterona, que possuem agdo nos 6rgdos reprodutores masculinos devido ao seu papel indutor na maturagéo e diferenciacdo
destes 6rgdos (Mendes et al., 2018). Assim como no homem, a préstata de roedores € responsiva a testosterona, o que os torna
um importante modelo nas pesquisas envolvendo a influéncia de andrégenos sobre o microambiente prostatico. (Scarano et
al., 2006). Apesar disso, ha evidéncias indicando que os horménios sexuais ndo estdo relacionados com o desenvolvimento de
cancer na glandula prostatica, sendo necesséria a a¢do de outros hormdnios, como o estrogénio (Nicholson e Ricke, 2011). Tal
fato foi endossado recentemente por Lenfant et al. (2020), em um estudo de revisdo sistematica onde mostrou que, em
pacientes sem cancer de préstata previamente estabelecido, as evidéncias suficientemente mostram que a terapia androgénica
ndo aumenta o risco subsequente de desenvolvimento da tumores prostaticos.

Scarano et al. (2006) observaram aumento da altura das células epiteliais em roedores com baixos niveis androgénicos
submetidos a terapia com testosterona (Scarano et al., 2006), fato este atribuido ao provavel aumento da atividade secretora
destas células. (Gross e Didio, 1987), como observado no presente estudo.

Além das alteracGes epiteliais, 0s hormonios andrdgenos podem também provocar diversas alteragdes no estroma
prostatico devido a presenga de receptores para este horménio neste compartimento. A matriz extracelular e as células
estromais caracterizam um microambiente que influencia no crescimento e na diferenciacdo funcional de células adjacentes,
desempenhando importante papel na fungéo e na forma do tecido (Narbaitz, 1975; Labat-Robert et al., 1990; Tuxhorn et al.,
2001). E de conhecimento que o estroma controla a homeostasia epitelial através da regulagdo androgénica e sabe-se que,
durante o processo de carcinogénese, as interagdes epitélio-estroma sdo perturbadas, ocorrendo diminui¢do ou ruptura desta
interacdo, o que pode resultar em um crescimento anormal e em altera¢es malignas do epitélio (Souza, 2015).

Com relacdo ao tecido prostatico, diversos autores apontam a anélise fractal como uma ferramenta Gtil e um método
alternativo para diagndstico do cancer de prostata (Waliszewski et al., 2015; Waliszewski, 2016), porém sem estabelecer um
consenso entre as andlises histolégica e fractal. Enquanto Arruda et al. (2013) estabelecem maior dimensdo fractal a medida
gue aumenta a agressividade do tumor e, consequentemente a desorganizacao tecidual, Pu et al. (2012) relatam valores maiores
para este parametro em tecidos nao tumorais.

Os resultados mostram uma reducdo nos valores de dimensdo fractal frente a administracao de testosterona. Visto que
o tecido prostatico dos animais submetidos a TT néo apresentou lesdes, como neoplasia intraepitelial ou focos inflamatérios, 0s
resultados obtidos neste estudo corroboram com o estabelecido por Arruda et al. (2013) que verificaram menor dimensao

fractal nos tecidos ndo neoplésicos.

5. Concluséao

Por meio das analises realizadas no presente estudo, pode-se concluir que a analise fractal € um método eficaz na
avaliacdo das alteracoes causadas pela suplementagdo hormonal com testosterona. Novos estudos sdo necessarios para validar
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esta técnica em outras condicbes patoldgicas, como nas alteracbes neoplasicas, contribuindo no diagndstico clinico

laboratorial.
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