a4

(]
Universidade de Brasilia () kl.
1 1A 1 1 At agrapa de Pos-Graduagdo el
Instituto de Ciéncias Biologicas B ogia Antma

Programa de Pds Graduacao em Biologia Animal

Efeitos do tratamento prolongado de testosterona associado ao uso de
algestona acetofenida e enantato de estradiol sobre o ciclo menstrual de

fémeas cativas de Sapajus libidinosus (macaco-prego)

Rosangela Correa Rodrigues

Brasilia- DF
2016



Roséngela Correa Rodrigues

Efeitos do tratamento prolongado de testosterona associado ao uso de
algestona acetofenida e enantato de estradiol sobre o ciclo menstrual de

fémeas cativas de Sapajus libidinosus (macaco-prego)

Tese apresentada ao Programa de Pos
Graduacao em Biologia Animal da Universidade
de Brasilia, como requisito final a obtencdo do
titulo de Doutor em Biologia Animal.

Area de concentracdo: Neurociéncias e

Comportamento.

Orientadora: Profa. Maria Clotilde Henriques Tavares

Coorientador: Claudia Mattern



Ao meu esposo Charles, fonte de amor, incentivo e suporte. Ao meu filho Isaac,

minha motivacao e raz&o para seguir em frente, sempre!



Agradecimentos

Primeiramente a Deus; pois, sem Ele, nada seria possivel. Com Ele, nada é

impossivel.

A minha orientadora e amiga Profa. Dra. Maria Clotilde Heriques Tavares pela
dedicagdo, apoio incondicional e, principalmente pela compreensdo nos
momentos mais dificeis. Agradeco muito pelos ensinamentos tdo valiosos ao
longo dos anos de Mestrado e Doutorado. Meu sincero e eterno muito obrigada

pelas orientacdes tado valiosas, pela confianca e pela amizade!

Ao Prof. Dr. Carlos Alberto Bezerra Tomaz pelo incentivo, apoio e por sua

exemplar conduta nas atividades académicas.

Ao Prof. Dr.Tales Aversi-Ferreira pela amizade, paciéncia, por suas orientacdes e
pelo grande incentivo desde a Graduacdo até o Doutorado. Agradeco
imensamente pelos didlogos, oracbes e conselhos tdo sabios. Muito obrigada,

meu amigo!

Ao Prof. Dr. Rafael Souto Maior pelo incentivo e apoio, que foram tao valiosos ao

longo destes anos.

Aos demais Professores do Programa Pés-Graduagdo em Biologia Animal pelos

ensinamentos durantes as disciplinas e os encontros.

Ao Centro de Primatologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de
Brasilia pela autorizacdo da execucdo do projeto, em especial aos Tratadores
(Geinaldo Vieira da Silva e Almir Silva) e Médicos Veterinarios (Dra. Cecilia
Azevedo Dias e Dr. Raimundo Oliveira da Silva), por cuidarem tdo bem dos
NOSSOS sujeitos experimentais. Sem vocés ndo seria possivel a execucdo dos

Nossos objetivos cientificos.

Aos macacos-pregos (Bolinha, Chiva, Chiquinha, Tabata, Drica, Ronaldinha,

Minha Flor, Minha Rosa, Tati, Talita, Maneca, Roberta, Aurora e Délia) e também



seus respectivos companheiros (Macaxeira, Belo, Reginaldo, Neymar, Romeu,

Noé e Saloméo) pela contribuicdo impar para desenvolvimento da ciéncia.

As minhas estagiarias (Danianne Novais, Fernanda Mara Arag3o, Liziane Blom e
Adriana Ongrero) agradeco pela tdo valiosa contribuicdo nestes longos meses de

coletas no CP-UnB.

Ao Laboratério Sabin® pela dosagem das amostras sanguineas.

Ao Laboratério Mattern Pharmaceuticals AG (Stans, Switzerland) pelo

fornecimento das drogas, e também pelo financiamento parcial do projeto.

Aos funcionérios (zeladores, segurancas e secretarios) do Instituto de Biologia- IB

agradeco por zelarem tdo bem deste espaco.

Aos meus queridos amigos do Laboratério de Neurociéncias e Comportamento
(Renata, Patricia, Ana Garcia, Profa. Corina Satler, Soraya, Roqueline, Taina,
Juliana, Walesca, Isa, Danilo, Aline, Fernanda, Adel, Lia, Edward e Fabian) pelos
longos dialogos e muitas ideias compartilhadas, pelo auxilio e compreensdo
durante a execucdo deste estudo. Vocés tornaram os meus dias bem mais leves

e felizes!

A minha amiga Narjara Veras Grossmann que contribuiu de forma muito
significativa na execucdo e divulgacdo dos resultados deste estudo. Muito

obrigada mesmao!

Ao meu esposo Charles sempre companheiro, amigo e incentivador.

Essa vitoria também é sual

Ao meu filho Isaac, que veio durante o Doutorado — infelizmente através de uma
gestacdo muito conturbada — mas a sua existéncia traz-me felicidade, muita paz e
um amor incondicional. Sua presenca € um incentivo incondicional para que eu
seja cada dia melhor. Muito obrigada por existir. Mamde te ama

incondicionalmente!!!



Aos meus pais (llton e Marlucia) pelo exemplo de humildade e honestidade. Sem
vocés nada disso teria sido possivel. Sou eternamente agradecida a Deus por ter

me confiado a uma familia tdo maravilhosa e valiosa.

Aos meus irmaos (Raquel, Wilton, Willian, Wanderson, Mosar e Ana Vitéria) pela
unido, incentivo e forca mesmo a distancia. Sempre estamos unidos pelo nosso
amor fraternal.

Em especial, aproveito para agradecer ao meu tdo amado irmao Mosar, que €&

meu amigo confidente. Vocé € muito amado e importante para mim!

Aos meus Cunhados (Francisco, Fernanda, Mirian e Paula) por serem tdo gentis e

compreensivos conosco.

As minhas princesas lindas (Isadora e Sofia) meus raios de luz, que sempre me

trazem paz, amor e muita felicidade. A dindinha ama vocés demais!

A Dona Neide (baba do Isaac), uma grande mulher simples e virtuosa. Sem o seu
apoio nao teria sido possivel ausentar-me de casa com tanta tranquilidade e
confiangca. Sei do amor e zelo que a senhora tem pelo nosso maior tesouro.

Amamos vocé, nossa vovo Neide.

Enfim, a todos que contribuiram diretamente e indiretamente para realizacédo

deste arduo trabalho!



“Acredito nas coisas possiveis, mas tenho imensa fé nas
impossiveis, pois quando elas ocorrem, temos certeza
de que a luta valeu a pena”

Regildo Silva



Resumo

Muitas mulheres tém feito uso concomitante de testosterona associado a
contraceptivos hormonais e, todavia, ndo sdo bem estabelecidos os potenciais
efeitos que esses dois tratamentos causam aos parametros fisiolégicos e
comportamentais. Sendo assim, a proposta do presente estudo foi avaliar os efeitos
do tratamento prolongado de testosterona associado a algestona acetofenida e
enantato de estradiol sobre os parametros fisiolégicos e comportamentais de 12
fémeas de macaco-prego do CP-UnB. Para fins experimentais, a cada 21 dias, as
fémeas receberam um volume de 0,10 ml de contraceptivo hormonal combinado. Ja
a testosterona foi administrada por via intranasal em dose de 0,24 mg/kg, isto
durante 3 ciclos menstruais consecutivos. As analises fisioloégicas e
comportamentais foram feitas ao longo de todo experimento, que teve duracdo de
210 dias consecutivos delineados em 6 fases sequenciais: 1% - linha de base (21
dias); 2% - administracdo do contraceptivo hormonal (21 dias); 3% - tratamento de
contraceptivo hormonal e testosterona (63 dias); 4% - primeiro intervalo (washout) (21
dias) da testosterona; 5% - administracdo do contraceptivo hormonal e placebo (63
dias); e 62 - segundo intervalo (washout) (21 dias) da testosterona. Foram feitas 21
coletas de sangue por fémea ao longo de todo o experimento, as quais permitiram a
analise dos parametros fisiolégicos (estradiol, estrona, testosterona, di-
hidrotestosterona, cortisol, gonadotrofinas, tempo de tromboplastina, tempo de
protrombina, plaquetas, fibrinogénio, hemoglobina, globulina e lipidios). Ja& os
parametros comportamentais foram obtidos pelo monitoramento da frequéncia e
duracdo dos comportamentos ndo sexuais e sexuais apresentados pelas fémeas de
macacos-prego. Os resultados demonstram que o0 tratamento contraceptivo
hormonal combinado promoveu alteragbes hormonais nas fémeas de macacos-
prego (F16:=5.09; p<0.001), como, por exemplo, reducdo nas concentracbes de
estrona, possivelmente decorrente do efeito do contraceptivo na supressdo dos
horménios hipofisarios. Também foi possivel verificar reducdo dos tempos de
protrombina (F161=91.77; p<0.001) e tromboplastina (F1=42.94; p<0.001), bem
como aumento no numero de plaquetas quando as fémeas de macaco-prego
receberam o tratamento com contraceptivo (Fi16:=450.92; p<0.05). Os esteroides
sintéticos podem se ligar aos receptores endoteliais e promover mudangas nos

fatores de coagulacdo. Ja os tratamentos associados de testosterona ao



contraceptivo hormonal promoveram elevacdo na concentracdo de estrona,
testosterona, di-hidrotestosterona e Cortisol, além do aumento na frequéncia dos
comportamentos sexuais das fémeas de macaco-prego (p<0,05). Embora nosso
estudo tenha usado dose de testosterona inferior as mencionadas na literatura, e
esta tenha sido administrada por via intranasal nossos resultados também
demonstraram que 0 uso exdgeno de testosterona promove mudangas nos
parametros hormonais. Sendo assim, os resultados obtidos neste estudo podem ser
relevantes para futuras pesquisas que tenham como proposta avaliar a acdo do
tratamento de testosterona em usuarias de CHC. Pelo menos em fémeas de
macacos-prego, independentemente da idade, foram observadas alteragdes sobre
alguns parametros fisiol6gicos e no aspecto comportamental.

Palavras-Chave: Contraceptivo Hormonal. Fisiologia Hormonal. Coagulacéo

Sanguinea. Aspectos comportamentais.



Abstract

Many women have made concomitant use of testosterone associated with hormonal
contraceptives, and yet the potential effects that these two treatments cause to the
physiological and behavioral parameters are not well established. Thus, the purpose
of this study was to evaluate the effects of prolonged treatment of testosterone
associated with algestone acetophenide and estradiol enanthate on the physiological
and behavioral parameters of 12 capuchin females CP-UNB. For experimental
purposes, every 21 days, females received a volume of 0.10 ml of combined
hormonal contraceptive. Testosterone has been administered intranasally in doses of
0.24 mg/kg over 3 consecutive menstrual cycles. The physiological and behavioral
analyzes were performed throughout the experiment, which lasted for 210
consecutive days outlined in 6 sequential phases: 1st - baseline (21 days); 2nd -
hormonal contraceptive administration (21 days); 3rd - treatment of hormonal
contraceptive and testosterone (63 days); 4th - first interval (washout) (21 days) of
testosterone; 5th - administration of hormonal contraceptive and placebo (63 days);
and 6th - second gap (washout) (21 days) of testosterone. Twenty-one (21) blood
samples were taken per female capuchin throughout the experiment, which enabled
the analysis of physiological parameters (estradiol, estrone, testosterone,
dihydrotestosterone, cortisol, gonadotropins, thromboplastin time, prothrombin time,
platelets, fibrinogen, hemoglobin, globulin and lipids). Other behavioral parameters
were obtained by monitoring the frequency and duration of non-sexual and sexual
behaviors shown by monkeys. The results demonstrate that the combined hormonal
contraceptive treatment promoted hormonal changes in female capuchin monkeys
(F1,61 = 05.09, p <0.001), such as, for example, reduction of estrone concentrations,
probably due to the contraceptive effect of the suppression of pituitary hormones. It
was also observed reduction of prothrombin time (F1,61 = 91.77, p <0.001) and
thromboplastin time (F1,61 = 42.94, p <0.001) and increase in the number of
platelets when the monkeys received treatment with contraceptive ( F1,61 = 450.92,
p <0.05). The synthetic steroids can bind to endothelial receptors and promote
changes in coagulation factors. The testosterone-associated hormonal contraceptive
treatment promoted an elevation in the concentration of oestrone, testosterone,
dihydrotestosterone, and Cortisol, and increased frequency of sexual behavior of

female capuchin monkeys (p <0.05). Although our study has used a lower dose of



testosterone to those mentioned in the literature, and it has been administered
intranasally, our results also demonstrate that the use of exogenous testosterone
promotes changes in the hormonal parameters. Thus, the results obtained in this
study may be relevant to future research within proposal to evaluate the effect of
testosterone treatment in CHC users. At least in female capuchin monkeys,

regardless of age, changes were observed on some physiological parameters and
behavioral aspects.

Keywords: Hormonal Contraceptive. Hormonal Physiology. Blood Coagulation.
Behavioral Aspects.
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1. INTRODUCAO

1.1. O Ciclo menstrual

Em fémeas de mamiferos, os anos reprodutivos normais caracterizam-se por
alteracdes ritmicas mensais da secrecdao dos horménios femininos (Matzuk, 2002).
Primeiramente, para que se estabelegca o desenvolvimento puberbal e os ciclos
menstruais normais é necessario o amadurecimento do Sistema Nervoso Central
(SNC), mais precisamente na regido do hipotalamo, situada no assoalho do terceiro
ventriculo, que integra as mensagens do SNC, transmitindo-as ao sistema endocrino
através da hipofise, situada imediatamente abaixo dele (Figura 1). O ndcleo
arqueado do hipotalamo, localizado na sua regido ventromedial, contém neurdnios
neurossecretores, cujos axbnios terminam na eminéncia mediana, uma regiao
centro-hipotalamica. As terminacdes desses axdnios secretam o hormonio liberador
das gonadotrofinas (GnRH) de forma pulsatil, exclusivamente para dentro da
circulacdo porta-hipofisaria (Reichin 1992).

Hipotalamo

Hipdfise

anterior
(glandula

endécrina)

Hipéfise
posterior
(de natureza
nervosa)

Figura 1- Representagdo morfologica da comunicagéo entre as regifes do hipotdlamo e da hipéfise
no controle da sintese dos horménios sexuais (Imagem retirada do  site:
(http://www.netxplica.com/figuras netxplica/exanac/porto.editora/complexo.hipotalamo.hipofise.1.pnq)
. Acesso em: 11 de Marco de 2016.

O GnRH age sobre o lobo anterior da hipofise (adenohipéfise), onde estimula
as ceélulas produtoras de gonadotrofinas (gonadotrofos), promovendo a sintese e a
liberacdo do hormoénio luteinizante (LH) e do horménio foliculo-estimulante (FSH). A
funcéo bioldgica das gonadotrofinas é agir sobre as gonadas masculina (testiculos)
e feminina (ovarios) promovendo a secrecdo dos esteroides sexuais masculinos:

testosterona-T;  Dehidroepiandrosterona-DHEA;  Di-hidrotestosterona-DHT e


http://www.netxplica.com/figuras_netxplica/exanac/porto.editora/complexo.hipotalamo.hipofise.1.png
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Androstenediona e femininos: os progestagenos (progesterona, pregnenolona e 17-
hidroxiprogesterona) e os estrogenos (Estrona-E1; Estradiol-E2 e Estriol- E3)
(Reichin, 1992).

Nas gbnadas femininas, as gonadotrofinas agem de forma intermitente sobre
os foliculos primarios, localizados na regido cortical dos ovarios. As gbnadas
femininas exercem duas fungdes muito significativas: secretam hormonios e
produzem gametas. Estes sdo 0Orgdos relevantes pela autoregulacdo e pela
regulacdo retroativa sobre o eixo hipotdlamo-hipofise (Baerwald et al., 2012).
Morfologicamente, os ovarios apresentam varios compartimentos e duas células
distintas, denominadas de células ovarianas, ou seja, células de teca e da
granulosa. Estas células ovarianas possuem receptores para 0s hormonios
hipofisarios FSH e LH. Estes sdo responsaveis por desencadear o estimulo da
producdo dos esteroides sexuais ou esteroidogénese pelos foliculos ovarianos
(Orisaka et al., 2009).

A esteroidogénese inicia-se sob a ag¢do do LH nas células de teca, o
colesterol circulante é captado e convertido em pregnenolona, e esta em
progesterona, por meio da enzima 3B-hidroxidesidrogenase (Mizrachi e Auchus,
2009). De acordo com Giometti et al. (2009) a proteina reguladora aguda da
esteroidogénese faz o transporte do colesterol para dentro da mitocondria, onde se
encontra a enzima desmolase, pertencente ao complexo enzimatico P450, que
participa da conversdo do colesterol em pregnenolona. ApOs ser produzida, a
progesterona podera exercer suas fungdes bioldgicas no organismo ou servir como
substrato para a producao de androstenediona, mediante a atuagédo da enzima 17,
20-liase. Assim como a progesterona, quando produzida, a androstenediona podera
atuar nas suas funcbBes organicas ou ser convertida em outro andrégeno, a
testosterona, sob a acdo da 17 B- redutase. Este hormdnio, por sua vez, tem trés
caminhos a seguir: atuar no organismo, converter-se em DHT pela enzima 5a-
redutase ou penetrar nas células da granulosa e ser convertido em estradiol pela
enzima aromatase, que tem sua atividade estimulada pela atuacdo do FSH nas
células da granulosa (Drummond, 2006; Stocco, 2008). O estradiol também pode ser
produzido por uma segunda via, ou seja, pela a androstenediona que é convertida
em estrona pela aromatase nas células da granulosa e, e esta em estradiol, pela
enzima 17B-redutase (Yarak et al., 2005; Lima-Verde et al., 2011), conforme descrito

na Figura 02.
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Figura 2- Esquema da esteroidogénese no foliculo ovariano (Imagem retirada Lima-Verde et al.,
2011).

Os hormoénios sexuais femininos (E2 e progesterona) sofrem flutuacdes ao
longo do ciclo menstrual e, didaticamente, estas flutuacbes sdo usadas para
determinacdo da divisdo do ciclo menstrual com duracdo média de 28 dias. Desta
forma, a primeira fase, que € denominada de fase proliferativa ou folicular, inicia-se
no primeiro dia da menstruacdo e tem duracdo de aproximadamente 14 dias (Lima-
Verde et al., 2011). A segunda fase, denominada fase lutea, inicia-se logo apds a
ovulacdo, e se prolonga até o dia anterior ao primeiro dia da menstruagédo, quando

inicia-se novamente a fase proliferativa. A fase proliferativa é caracterizada pelo
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desenvolvimento gradual dos foliculos ovarianos e secrecao de estrogenos, sob o
comando de FSH (Wu et al., 1991). Durante os primeiros seis dias do ciclo
menstrual, os niveis dos esteroides femininos sdo baixos e relativamente constantes
(Wang et al., 2001). Porém, do 7° ao 14° dia, os niveis dos estrogenos, em especial
do estradiol elevam-se rapidamente atingindo o pico maximo cerca de 24 horas
antes do pico de LH, nesse momento denomina-se a pré-ovulagdo. Em suma, no
final da fase proliferativa ocorre a ovulacdo, que consiste no rompimento do foliculo
ovariano, com a liberacdo do ovécito Il (Lima-Verde et al., 2011). Apds a ovulacdo

ocorre formacao do corpo Iiteo e aumenta a secrecao de progesterona, conforme a

Figura 03.
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Figura 3- Caracterizagcéo do ciclo menstrual com as mudancas ovarianas, dos hormdnios ovarianos e
0 ciclo uterino em wum ciclo menstrual de 28 dias (Figura retirada do website:
http://universodoshormonios.com/tag/ciclo-menstrual/lmagem). Acesso em: 22 de fevereiro de 2016.

A regulacdo das fases do ciclo menstrual, que € determinada pelo eixo
hipotalamo-hipofise-gonadal, depende dos niveis séricos dos proprios hormonios
gue o compdem. Os esteroides sexuais € a inibina atuam sobre o hipotalamo e a
hipodfise, promovendo a reducéo da secrecdo de GnRH e LH/FSH (Wu et al., 1991).
Da mesma forma, as gonadotrofinas atuam sobre o hipotalamo, reduzindo a
secrecao de GnRH. Tal atividade inibitéria é inversamente proporcional aos niveis
circulantes desses hormonios, que & denominada feedback negativo (Filicori et al.,
1999) (Figura 4).


http://universodoshormonios.com/tag/ciclo-menstrual/Imagem
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Figura 4- Esquema do mecanismo de regulacdo do eixo hipotalamo-hipé6fise-gonadal nos ovarios
(Imagem retirada Reichin, 1992).

Outro mecanismo de controle do advém do SNC, onde neurbnios
catecolinérgicos e serotoninérgicos, exercem controle intrinseco sobre os neurénios
produtores de GnRH, alterando a amplitude e a frequéncia dos pulsos de GnRH
através dos seus efeitos sobre as norepinefrinas, serotoninas e dopaminas
hipotalamicas e do horménio liberador das corticotrofinas e peptideos opiaceos
(Drummond, 2006; Valdez et al., 2005).

Na metade do ciclo menstrual, no momento em que os ovarios atingem uma
concentracdo elevada na producdo de estrdgeno e conseguem manté-lo por um
tempo maior, a acdo Iinibitéria do estrogeno sobre o hipotalamo torna-se
estimulatéria (feedback positivo), provocando uma maior liberacdo de GnRH que,
por sua vez, aumentara a liberacdo de LH e FSH, elevando ainda mais os niveis
séricos de estradiol (Wu et al., 1991). Essa elevacdo aguda do estradiol plasmatico
provocara a ruptura do foliculo ovariano, momento em que ocorre a ovulacdo. Apés
a ovulacdo, os niveis de estrégenos caem abruptamente, e sua acdo sob o
hipotalamo volta a ser inibitéria (feedback negativo). Essa inversdo do feedback
ocorre ciclicamente, permitindo a ovulacéo periédica na mulher adulta (Wu et al.,
1991; Lima-Verde et al.,, 2011). Entretanto, é importante mencionar que ha outros
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esteroides, e nao apenas 0s estrogenos, na participacdo da regulacdo do
desenvolvimento e amadurecimento dos foliculos, isso porque, antes do pico de LH,
existe um aumento dos niveis plasmaticos de DHT, androstenediona e da
testosterona (Kim et al.,, 2011). Assim, existe uma relagcdo entre progestagenos e
estrogenos no desencadeamento do pico pré-ovulatorio das gonadotrofinas (Wang
et al., 2001; Tajima et al., 2007).

As flutuagbes hormonais, acima citadas, tém como funcdo primordial a
preparacao fisioldgica do corpo feminino para a fertilizacdo, implantacdo e
desenvolvimento inicial do embrido (Wu et al., 1991; Lima-Verde et al., 2011). Neste
sentido, o ciclo menstrual € caracterizado como a preparagédo do organismo feminino
para a reproducdo, e consequentemente, para perpetuacdo das espécies. No
entanto, existem alteracdes fisioldgicas que podem comprometer a normalidade do
ciclo menstrual como, por exemplo, idade (menopausa), a ocorréncia de ovarios
policisticos (producdo anormal dos esteroides sexuais) (Perheentupa e Huhtaniemi,
2009) e o0 uso de contraceptivos hormonais (CHs) (Tsutsui et al.,, 2012). A
menopausa é o periodo fisiolégico, que se inicia apds a Ultima menstruacéo. Isso
significa dizer que a partir desse momento ha um periodo anovulatério, pois o
organismo deixa de produzir, pelos ovarios, os hormoénios sexuais femininos,
estrogenos e progestagenos (Perheentupa e Huhtaniemi, 2009). A Sindrome dos
Ovérios Policisticos (SOP), por sua vez, € caracterizada por irregularidades
hormonais, consequentemente, anormalidades nos processos ovulatérios. E, por
altimo, o uso de CHs, que merece destaque pelo fato de seus efeitos serem objetivo
de investigacéo do presente estudo.

1.2. Contraceptivos hormonais (CHs)

A contracepcdo hormonal engloba um conjunto de métodos que permitem
planejar, espagar e evitar a gravidez, modulando-se a fecundidade as expectativas
reprodutoras das familias (Blumenthal e Edelman, 2008). Tais métodos consistem de
hormdnios femininos sintéticos, que podem ser combinados, ou seja, ha composi¢ao
h&4 presenca de estrogeno e progestdgeno; ou ndo combinados, apenas
progestageno. Os CHs ndo combinados atuam de forma semelhante aos produzidos
pelos ovarios, cujo efeito farmacoldgico permite o bloqueio da ovulacao, inibindo,
assim, a liberacdo dos hormonios FSH e LH (Tsutsui et al., 2012). A funcao principal

da contracepgao hormonal consiste basicamente no controle negativo sobre o eixo
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hipotalamo-hipdfise, inibindo a producdo hipofisaria das gonadotrofinas e,
consequentemente, a maturacéo folicular e a ovulagéo (Serfaty, 2005).

Os beneficios do uso de CHs séo inquestionaveis, principalmente na medida
em que propiciou a emancipacdo da mulher e sua participacdo no mercado de
trabalho, além de possibilitar o controle da taxa de natalidade e o planejamento
familiar de acordo com as condi¢cdes sociais e financeiras das familias (Bitzer e
Simon, 2011; Sonfield et al., 2013). Em uso desde 1960, a contracepcdo hormonal
constitui o método mais popular e eficaz na prevencéo da gravidez e para tratamento
de outras condicdes clinicas, dentre elas a endometriose, ovarios policisticos, tensao
pré-menstrual, miomas e célica menstrual (Chiaffarino et al., 1999; Freeman et al.,
2003; Vercellini et al., 2011; Schindler, 2013). Estima-se que, desde a sua
descoberta, os supressores hormonais da ovulacao tém sido utilizados por mais de
100 milhdes de mulheres em todo mundo (Chandra et al., 2005; Margolis et al.,
2007).

Desde o seu lancamento no mercado, as formulagcdes dos CHs mudaram
significativamente. O intuito desta modenizacdo baseia-se, principalmente, na
reducdo da dose do estrogeno presente na formulacdo destes farmacos (Bitzer e
Simon, 2011). Neste contexo, 0s contraceptivos orais combinados (COCs) séo
classificados de acordo com a quantidade de estrGgeno presente em cada
comprimido em: a) COCs de 12 geracao: com 50 yg ou mais de etinilestradiol; b)
COCs de 2?2 geragao: com 30 ou 35 ug de etinilestradiol e ¢) 32 geragao: com 30 ug
ou menos de etinilestradiol (Kemmeren et al., 2001; Bitzer e Simon, 2011).

Nas ultimas décadas, o desenvolvimento dos CHs evoluiu para a diminuicdo
das doses de estrégeno e de progestageno, baseando-se no fato de que doses mais
baixas estdo associadas a menor incidéncia de alteracdes metabdlicas e aos efeitos
adversos (Hugon-Rodin et al., 2014). No entanto, evidencia-se ainda que a
modernizacdo dos CHs também esteja baseada na inclusédo de novas férmulas de
progestagenos (Bitzer e Simon, 2011) e na ampliacdo de novas vias de
administracdes (Kemmeren et al., 2001; Bitzer e Simon, 2011; Hugon-Rodin et al.,
2014).

A utilizacdo de novas vias de administracdo dos CHs tem sido amplamente
estudada, e atualmente h& varias possibilidades distintas como, por exemplo, a
transdérmica, a intravaginal, o implante subcutaneo, o dispositivo intrauterino, os

injetaveis, dentre outros (Sulak et al., 2000, Hugon-Rodin, et al., 2014). A intencdo



28

principal da administracdo de CHs por vias ndo orais baseia-se na reducdo dos
efeitos colaterais e adversos devido a ndo metabolizacdo hepatica (Haider e Darney,
2007). Além disso, o surgimento destes novos métodos proporcionou as usuarias de
CHs a opcao por métodos com efeitos prolongados destes farmacos, isto €, sem sua
administracao diaria (Sulak et al., 2000).

Muito embora existam varios métodos distintos de CHs, os contraceptivos
orais ainda sdo os mais usados em todo o mundo (Hugon-Rodin et al., 2014). No
Brasil estima-se que aproximadamente 10,4 milh6es de mulheres usam a pilula de
anticoncepcional, sendo este o método hormonal mais utilizado pela populacdo
feminina brasileira (x 25%) (Borges et al., 2015). Uma das principais justificativas do
sucesso do COCs no Brasil deve-se a acessibilidade, ao baixo custo financeiro e a
eficacia anovulatoria destes métodos. O segundo método de CHs mais utilizado no
Brasil sdo os CHs injetaveis, isso porque proporciona as mulheres uma boa
alternativa a terapéutica contraceptiva, porém com administracdo mensal ou até
mais espacada no tempo, por exemplo, os trimestrais (Hugon-Rodin et al., 2014;
Borges et al., 2015).

A descoberta dos contraceptivos injetaveis aconteceu apos a avaliacdo do
uso de injecbes de 50mg de medroxiprogesterona com 10mg de
ciclopentilpropionato de estradiol, em um grupo de 90 mulheres multiparas, as quais
tinham abandonado a contracepcdo oral devido a efeitos secundarios. Nestas
mulheres foram administradas a cada cinco semanas uma injecao desta formulacao,
independentemente do padréo de hemorragias. Sendo assim, foram monitorados os
resultados sanguineos, que revelaram supressdo das gonadotrofinas, mesmo efeito
obtido pelos COCs, comprovando assim a eficacia do método injetavel como
contraceptivo hormonal (Scommegna et al., 1970; Haider e Darney, 2007).

No Brasil, estima-se que cerca de 2 milhdes de mulheres usam contraceptivos
injetaveis mensais combinados. O injetavel mensal mais usado € a associacdo do
algestona acetofenida (150 mg) - que € o mais simples dos derivados da
progesterona com eficiéncia progestacional superior a progesterona — e um éster de
E2, denominado de enantato de estradiol (10 mg). Esta composicdo tem sido
comercializada como Perlutan® (Borges et al., 2015), que possui formulacdo
semelhante a encontrada na pilula anticoncepcional oral combinada, contendo
estrogeno associado ao progestageno. O estrogeno utilizado ndo € o sintético

(etinilestradiol), mas sim um estrégeno natural (enantato de estradiol). As vantagens
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seriam uma possivel reducdo dos efeitos sobre a pressao arterial, hemostasia e
coagulacdo, metabolismo lipidico e funcdo hepatica em comparacdo com a
contracepgdo oral combinada. Além disso, a administracdo, por ser parenteral,
elimina o efeito da primeira passagem dos horménios sobre o figado, de forma que o
efeito da via intramuscular no perfil fisiolégico é atrasado e, de certa forma,
atenuado. Outra vantagem é a diminuicdo da frequéncia e a intensidade das célicas
menstruais (Haider e Darney, 2007).

De acordo com fabricantes, a acdo contraceptiva da Perlutan® reside,
fundamentalmente, no efeito do progestageno sobre o eixo neuroendocrino; inibindo,
assim, a ovulacdo pelo bloqueio do pico do LH, que permanece em seus niveis
basais. Secundariamente, sdo observadas também atividades sobre o muco
cervical, o endométrio e a peristalse tubaria, ampliando seu potencial contraceptivo.
Com esse elenco de acdes, o injetavel mensal combinado oferece quase 100% de
eficacia na inibicdo da ovulacdo e do risco de gravidez. Para Melo e Filho (1997),
este método tem como vantagens a liberacao lenta e homogénea dos hormonios;
preservacao de sangramento semelhante ao do fluxo menstrual; uma Unica injecao
mensal; e 0 emprego de estrégenos naturais com a diminuicdo nas repercussdes
metabolicas.

Uma das principais desvantagens deste método injetavel é em relacdo as
alteracdes na periodicidade do sangramento, observadas em parte de suas
usuarias. Acentua-se que, frequentemente, tais alteracdes séo responsaveis pela
descontinuacdo do método (Lopez et al.,, 2013). Além do mais, 0os métodos
injetaveis, assim como os demais métodos hormonais, ndo protegem contra
Doencas Sexualmente Transmissiveis (DSTs), e sdo associados a efeitos
indesejaveis como ganhos de peso, cefaleia e sensibilidade mamaria. Embora os
métodos hormonais combinados sejam altamente eficazes e apresentem excelente
perfil de seguranca, quanto ao risco da concepc¢édo, mesmo em vias intramusculares,
as composic¢des contendo estrogeno tém sido conhecidas por aumentar também os
riscos de trombose devido as alteracdes nos fatores de coagulacdo sanguinea (Vlieg
et al., 2009; Hall et al., 2012), levam as altera¢cdes do peso e, consequentemente ao
desenvolvimento de doencgas cardiovasculares (Xu et al., 2012, Lanza et al., 2013).
Adicionalmente, promovem aumento da ansiedade e afetam o comportamento
sexual (Wanyonyi et al., 2011). Esses efeitos colaterais serdo discutidos em detalhes

a sequir.
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1.2.1 Riscos fisioldgicos associados ao uso de contraceptivo hormonal

1.2.1.1. Coagulacdo sanguinea

Para a melhor compreensédo da relacdo entre o uso de contraceptivo
hormonal e o risco de trombose sera necessaria, primeiramente, a compreensao dos
fatores que envolvem a coagulacdo sanguinea. Sendo assim, serdo resumidos 0s
principais componentes e mecanismos atuantes no sistema hemolitico responsavel
pela coagulacdo sanguinea.

O sistema hemolitico € constituido por plaquetas, vasos, proteinas da
coagulacdo do sangue, anticoagulantes naturais e sistema de fibrindlise. Sabe-se
que, na maioria das circunstancias, as células endoteliais mantém um ambiente que
promove o fluxo de sangue liquido bloqueando a adesdo e a agregacdo das
plaguetas; inibindo, assim, os fatores de coagulacdo sanguinea e a formacao dos
coagulos sanguineos (Kumar et al., 2008).

Resumidamente, a coagulacdo sanguinea é o resultado de uma série de
reacfes entre varias proteinas plasmaticas, que recebem o nome de fatores de
coagulacéo. Estes fatores podem ser agrupados da seguinte maneira: a) fatores que
se modificam durante a coagulacéo (fatores I, V, VIl e XIll); b) fatores do grupo da
protrombina (fatores Il, VII, IX e X); e c) fatores do grupo de contato (fatores Xl e XII).
Ressalta-se que estes fatores desempenham papéis de suma importancia na
coagulacdo sanguinea ou formacdo dos coagulos, e que a maioria consiste em
formas inativas de enzimas proteoliticas (Bozzini, 2004). A ativacdo dessas enzimas
proteoliticas provocam reacfes sucessivas, em cascata, do processo de coagulacgéo.
A reacado fundamental no processo de coagulagdo do sangue é a transformacéo do
fibrinogénio em fibrina polimerizada (insoltvel). Esse processo depende de inimeras
reacdes moleculares, que ocorrem em sequéncia e que podem ser iniciadas por dois
caminhos: pela via extrinseca (tecidual) ou pela intrinseca (plasmatica), conforme
descrito na Figura 5 (Filho, 2008).

A via extrinseca € o meio pelo qual a substancia ativadora da protrombina é
gerada em resposta ao contato do sangue com o0s tecidos extravasculares (Banks,
1991). Ocorre quando h& ativacéo do fator VII, que gera a ativacdo do fator X, que,
por sua vez, estimula a protrombina (Banks, 1991; Bozzini, 2004). Ja a via

intrinseca, inicia-se pelo contato do sangue com uma superficie diferente do
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endotélio normal e das células sanguineas. Nesta via, a sequéncia de reacdes
enzimaticas produz o coagulo sanguineo nas diferentes etapas: (a) fase de contato
com superficie alterada; (b) a ativacdo do fator X; (c) a formacgéo de trombina; (d) a
formacdo de fibrinogénio, consequentemente, a fibrina insolivel ou estavel

(Swenson, 1996; Metze, 2008), como descrito na Figura 5.

VIA EXTRINSECA VIA INTRINSECA

FATOR VI Contato comn
superficie
—— Clferada
(coldgeno efc.)
TOMDOPICSHNGS s——
FATOR VIla

PROTROMBINA

TROMBINA

FIBRINOGENIO s, FiDIING
FATOR XIlIC) e

Fibrina estavel

Figura 5- Esquema geral da coagulacdo sanguinea, a partir das vias intrinseca (plasmatica) e
extrinseca (tecidual) (Imagem retirada Filho, 2008).

Uma vez iniciada a coagulacdo, os sistemas anticoagulantes sdo também
ativados e, assim, impedem o crescimento incontrolado do trombo, ao mesmo tempo
em que iniciam a sua dissolucdo. Os principais elementos anticoagulantes naturais
sdo: 1) a antitrombina Ill, que é um poderoso inibidor da trombina; 2) as proteinas
plasmaticas C, que séo sintetizadas no figado, e que inativam os fatores de
coagulacdo Xa e Va,; 3) o sistema fibrinolitico, também controlado por ativadores e
inibidores, que tem como produto final a formacdo de plasmina (fibrinolisina). A
plasmina degrada a fibrina e, consequentemente, impede a formacédo de coagulos

ou trombos, conforme descrito na Figura 6 (Filho, 2008). Visto desta maneira, 0
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sistema hemolitico engloba um conjunto de fendmenos fisiologicos, cuja finalidade &

manter o fluido sanguineo normal.

VIA EXTRINSECA VIA INTRINSECA

FATOR X

[FRGTENAG |-~ FaoR X |

| ANTITROMBINA i
[ PROTROMBINA | / /

of
o . N

| FIBRINOGENIO | =—————~[FIBRINA |

[[FATOR Xl ]——> /

FIBRINA ESTAVEL|

4‘-—-———L PLASIMINA

| FIBRINA DEGRADADA |
Figura 6- Esquema geral dos trés mecanismos naturais antitromboticos do sistema hemolitico
(Imagem retirada de Filho, 2008).

Quando os mecanismos de antitrombdticos ndo funcionam adequadamente,
desencadeia-se a formacéo patoldgica, que é denominada trombose. A trombose é
um processo patoldgico caracterizado pela solidificacdo do sangue dentro dos vasos
ou do coragcdo em um individuo vivo, sendo o trombo uma massa sélida formada
pela coagulacdo sanguinea (Freedman et al.,, 2011). A embolia consiste na
existéncia de um corpo sélido, liguido ou gasoso (émbolo), transportado pela
corrente sanguinea que € capaz de obstruir um vaso; sendo que a obstrucéo tende a
ocorrer apés uma ramificagdo, quando o didmetro vascular fica menor do que o do
corpo estranho. Em mais de 90% dos casos, os émbolos originam-se de trombos,

fendbmeno, este, chamado de tromboembolia; sendo menos comum a formacao por
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fragmentos de placas ateromatosas, vesiculas lipidicas ou bolhas gasosas. Embolos
originados de trombos venosos (exceto no sistema porta) sdo levados aos pulmoes
enquanto trombos arteriais (coragdo ou grandes artérias) sdo émbolos que se
dirigem a grande circulacdo e que se alojam principalmente no cérebro, nos
intestinos, nos rins, no baco e nos membros inferiores (Metze, 2011).

Na trombose venosa, os estados de hipercoagulabilidade primarios que
refletem defeitos nas proteinas que governam a coagulagédo e/ou a fibrinélise ou os
estados hipercoagulaveis secundarios, envolvendo anormalidades dos vasos e do
fluxo sanguineo, levam ao desenvolvimento da patologia (Godoy, 2009). Destacam-
se, nas causas congénitas, o fator V de Leiden, a hiper-homocisteinemia, a mutacéo
no gene da protrombina, a antitrombina Ill e as deficiéncias das proteinas C (Glynn e
Rosner, 2005). Nas causas adquiridas, relacionadas a trombose venosa, 0S
anticorpos antifosfo lipidios, neoplasias, gestacdo, puerpério, cirurgias, traumas e
uso dos anticoncepcionais sao mais frequentes (Glynn e Rosner, 2005; Godoy,
2009).

Ja na trombose arterial, ela depende altamente do estado da parede vascular,
das plaquetas e dos fatores relacionados com o fluxo sanguineo (Glynn e Rosner,
2005). Tradicionalmente, os fatores de risco para arteriosclerose incluem a
hipertenséo arterial, a elevagao do colesterol, a diabetes, o fumo e associam-se com
a doenca coronariana arterial periférica e com o acidente vascular cerebral (Godoy,
2009). Sabe-se que a trombose arterial € menos frequente na idade reprodutiva que
o tromboembolismo venoso (1 caso para cada 5-10 casos, respectivamente) (Brito et
al., 2011). O tromboembolismo venoso compreende a trombose venosa profunda; e
sua consequéncia imediata mais grave € a embolia pulmonar. Na sua fase aguda, o
tromboembolismo esta associado a uma alta probabilidade de complicacdes graves,
muitas vezes fatais (Caiafa e Bastos, 2002).

A patogénese da trombose venosa é complexa e multifatorial, e resulta da
interacdo entre fatores hereditarios e adquiridos (Rosendaal, 2005; Konkle, 2008;).
Em mulheres, usuarias de CHC, h& ainda aumento do risco ao desenvolvimento de
tromboembolismo venoso (Vlieg et al., 2009; Hugon-Rodin et al., 2014). Evidencia-se
qgue o risco de trombose € proporcional a dose de estrégeno, pois alta dosagem
deste esteroide (=50 mcg) esta associada a um aumento de duas vezes no risco de

tromboembolismo venoso quando comparada as baixas dosagens desse horménio
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(<50mcg) (Rosendaal, 2005; Vlieg et al., 2009; Lidegaard et al., 2012; Hugon-Rodin
et al., 2014).

O estrégeno induz a alteragdes significativas no sistema de coagulacgéo,
culminando com aumento na producdo de trombina e dos fatores de coagulacéo
(fibrinogénio, VII, VI, IX, X, XIl e XIll), além de promover reducdo dos inibidores
naturais da coagulacdo (proteina C e antitrombina), produzindo um efeito pro-
coagulante leve (Lidegaard et al., 2012). Desta forma, usuarias de férmulas
combinadas sdo mais suscetiveis a distarbios fisiolégicos relacionados aos fatores
de coagulacéo, visto que ha influéncia direta do estrogeno na fisiologia hemolitica, o
gue compromete bastante a sua hemostasia (Rosendaal et al., 2003; Vlieg et al.,
2009). No entanto, é importante destacar que ha outros fatores de risco, por
exemplo, fatores genéticos (predisposicdo a trombose venosa, doencas
cardiovasculares e cancer) e ambientais (uso de tabaco, alimentacdo inadequada e
a nao préatica de exercicio fisico), que podem ser agravados com o uso de CHs
(Rosendaal et al,. 2002). Neste sentido, ha necessidade do fornecimento de mais
informacBes as usudarias de contraceptivo hormonal combinado, além de uma
orientacdo detalhada pelos profissionais de salde sobre os testes clinicos prévios,
isto é, aqueles que permitem a verificagdo da condicdo individual clinica antes do
uso dos métodos hormonais combinados.

A avaliacdo da hemostasia hemolitica consiste no exame clinico denominado
de coagulograma, que consiste na analise da plaquetometria (contagem do namero
de plaquetas), na dosagem do valor plasmatico de fibrinogénio e nas avaliacdes dos
tempos de protrombina (TP) e de tromboplastina parcial ativada (TTPa).
Normalmente, o sangue coagula em 4-8 min quando colocado em tubo de ensaio. O
TP fornece indicacdo sobre a quantidade total de protrombina presente no sangue
(Swenson, 1996). Este teste é usado para identificar as anormalidades dos fatores
envolvidos no sistema na via extrinseca, a saber, protrombina e fatores V, VIl e X.
Os testes de rotina laboratoriais, que determinam as concentracdes de fibrinogénio
no plasma, envolvem a adi¢cao de trombina ao plasma para medi¢do da velocidade
com que a fibrina é formada (Majerus, 2003). Ja o tempo o TTPa é mais comumente
empregado para verificacdo do mecanismo intrinseco da coagulacdo (Swenson,
1996; Majerus, 2003). Esse teste é utilizado para o diagnostico de anomalias dos
fatores da coagulacdo VI, IX, X, Xl, Xl protrombina e fibrinogénio, e

consequentemente, a formacgéo do coagulo (Swenson, 1996).
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Diante das graves consequéncias, do uso de CHs na fisiologia hemolitica, é
importante mencionar que a ocorréncia de trombose venosa também pode estar
relacionada a baixa frequéncia de consumo de alimentos ricos em fibras, e ao
aumento da proporcdo de gorduras saturadas e acucares da dieta, associada a um
estilo de vida sedentério, os quais também favorecem a elevacdo dos riscos para o
aparecimento trombose venosa durante a vida reprodutiva (Rosendaal et al., 2002;
Brito et al., 2011). Dessa forma, para mulheres com fatores de risco para doencas
cardiovasculares, por exemplo, fumantes, hipertensas, obesas, portadoras de
hipercolesterolemia ou diabete, os CHs devem ser prescritos com muita cautela
(Brito et al., 2011); pois, estes ainda podem favorecer mudancas no perfil lipidico
(Jones et al., 2002), provocar aumento da pressao diastdlica (Asare et al., 2014) e
do peso corporal (Xu et al., 2012, Lanza et al., 2013), 0 que aumenta 0sS riscos as

doencas cardiovasculares.

1.2.1.2. Alteracdes no peso corporal

O ganho de peso € um dos pretextos mais comuns, evocados por mulheres
em idade reprodutiva, para justificar o abandono dos métodos CHs (Gallo et al.,
2004). Entretanto, ha controvérsias na literatura em termos do efeito do uso dos CHs
sobre o0 peso corpéreo; por um lado, ha estudos que demonstram a ocorréncia de
ganho de peso (Hatcher e Guillebaud, 1998; Fisberg et al., 2001; Picardo et al.,
2003; Gallo et al., 2004; Xu et al., 2012, Lanza et al., 2013). Por outro, h4 os que
contestam essa hipétese, justificando que as variacbes do peso podem ser um
resultado de mudancas dietéticas e de idade, e ndo necessariamente induzido pelo
uso de CHs (Speroff et al., 1999; Shinoda et al., 2002; Edelman et al., 2010; Sullivan
e Cameron, 2010). Segundo Speroff et al. (1999) a razdo mais provavel para o
aumento de peso das mulheres seria uma combinacdo de fatores genéticos,
ambientais e de estilo de vida, o que néo estariam, exclusivamente, relacionados ao
uso de CHs (Edelman et al., 2010).

Muito embora, existam fatores que podem causar alteracbes no peso, 0 uso
de CHs tem sido indicado como um dos motivos plausiveis do ganho de peso
corporal (Hatcher e Guillebaud, 1998; Gallo et al., 2004). Teoricamente, 0
mecanismo biologico para o ganho de peso induzido pelos CHs pode ser decorrente
da retencdo de fluidos secundarios ou extracelulares devido a ativacdo dos

mineralocorticéides e/lou a ativagdo da renina-angiotensina-aldosterona, e
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consequentemente, a reabsorcdo de sodio. Neste sentido, ocorre nas usuarias a
retencdo de liquido, que favorece o aumento de peso corpoéreo (Flegal et al., 2001;
Gallo et al., 2004).

Ha indicios de que usuarias de CHs apresentem perfil lipidico alterado, ou
seja, médias de colesterol total — lipoproteina de baixa densidade (LDL) e
triglicerideos significativamente aumentados e lipoproteina de alta densidade (HDL)
diminuida. Isso quando comparado aquelas mulheres que ndo fazem uso de CHs
(Fisberg et al., 2001). A justificativa para isso é devido a presenca de estrogeno, que
altera o perfil de lipidos por meio da via genémica, na qual ocorrem alteracbes de
receptores de estrogeno que afetam a regulagdo positiva apolipoproteina hepatica
na composicdo do CHs (Jones et al., 2002) e consequentemente, as usuarias
estariam mais sujeitas a alteracfes do peso corporal e também mais suscetiveis a
doencas cardiovasculares (Asare et al., 2014). Lubianca et al., (2003) enfatizam que
as usuarias de CHs apresentam pressao diastélica maiores que ndo usuarias, o que
aumenta o risco de infarto agudo do miocardio e de acidente vascular cerebral
(Tepper et al., 2013).

E importante mencionar que alteracdes no perfil lipidico e aumento da
pressao diastélica sédo efeitos comumente registrados em usuarias de CHs por via
oral (pilulas) (Asare et al., 2014). As substancias presentes nos COCs tentam
reproduzir as propriedades dos estrogenos enddgenos, entretanto, este esteroide
sintético possui elevada poténcia bioldgica, que exacerba a producdo de
angiotensinogénio hepatico, responsavel pela elevacdo da pressdo arterial pelo
sistema renina angiotensina-aldosterona (Oelkers, 1996). Como ja mencionado, este
efeito também provoca a retencdo hidrica, que propicia elevacdo do peso corporal
(Gallo et al., 2004).

Salienta-se ainda que a via de administracdo da contracep¢dao hormonal néo
interfere no aumento da presséo arterial, nas alteracbes do perfil lipidicos e no
aumento do peso corporal (Oelkers, 1996; Gallo et al., 2004). Ao contrario, também
foram observadas alteracdes destes parametros pelas vias transdérmica (implantes)
e intramuscular (injetaveis) comparadas ao grupo placebo (Asare et al., 2014).
Apesar dos CHs injetaveis possuirem na composi¢cdo estrogeno naturais, ha ainda
comprometimento na producéo das proteinas hepaticas, que podem elevar 0s riscos
das doencas cardiovasculares (Tepper et al., 2013). Ainda que 0s estroOgenos

naturais sejam mais bem tolerados pelo organismo feminino, uma vez que as suas
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propriedades moleculares e estruturais sdo semelhantes aos esterodides enddgenos,
o efeito no metabolismo das proteinas hepaticas € menor (Sitruk-Ware, 2006).

Apesar dos beneficios do uso dos CHSs ultrapassarem os riscos associados a
esses medicamentos, um bom aconselhamento contraceptivo as mulheres deve
incluir todos os aspectos benéficos além de possiveis eventos adversos para, nesse
contexto, proporcionar uma escolha mais apropriada para cada caso (Brito et al.,
2011). Como j4 citado, podem existir comprometimentos graves, por exemplo,
tromboembolismo venoso (Rosendaal et al,. 2002), alteracdes no perfil lipidico
(Fisberg et al., 2001), aumento da pressao arterial (Asare et al., 2014) e de doencas
cardiovasculares (Tepper et al., 2013). Embora, haja também comprometimentos do
uso de CHs na fisiologia hormonal, cujos comprometimentos estdo mais intimamente
ligados as alteracfes nos padrbes comportamentais das usuarias (Davis et al., 2004;
Zimmerman et al., 2014).

1.2.1.3. Alteracdes no comportamento sexual

Os efeitos da contracepcdo hormonal no comportamento sexual das usuarias
sdo bastante controversos, visto que a sexualidade feminina pode ser influenciada
por multiplos fatores: biolégicos, psicolégicos, sociais e culturais (Strufaldi et al.,
2010). No entanto, h4 uma parcela significativa de usuarias que relatam menor
satisfacdo e desejo sexual apos o uso dos CHs (Davis et al., 2004). Sabe-se que
CHs tem acé&o anovulatéria, e um dos principais efeitos fisioldgicos é justamente no
perfil hormonal. Neste sentido, € muito provavel que haja um comprometimento na
sexualidade feminina.

Muito embora, o mecanismo pelo qual os esteroides sexuais influenciam na
sexualidade nado esteja totalmente estabelecido, sabe-se que os androgénios e 0s
estrogenos atuam, especialmente, nas estruturas hipotalamicas e limbicas, que,
guando estimuladas, liberam neurotransmissores que modulam importantes funcdes
relacionadas a sensibilidade, & percepgéo e ao prazer (Ciocca et al., 1995; Bancroft
e Vukadinovic, 2004). Além do mais, 0s estrogenos estimulam os neurdnios da
amigdala potencializando assim a excitacdo e o orgasmo (Battaglia et al., 2008). Vé-
se, portanto, que os estrégenos e os androgenos participam do arcabouco das
estruturas centrais envolvidas no comportamento e no bem-estar das mulheres.

Ainda é conhecido que os estrogenos, principalmente o E2, exercem funcao

determinante sobre aspectos periféricos da sexualidade feminina, uma vez que
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causam efeitos na manutencdo do trofismo da mucosa vaginal e na lubrificacdo
(Bancroft e Vukadinovic, 2004), sendo este mecanismo mediado pela estimulacdo da
producdo de Oxido nitrico pelos estrégenos, que provavelmente levam a
vasodilatacao da regido do clitoris e ao relaxamento dos tecidos vulvovaginias, com
consequente ingurgitamento do clitoris e dos pequenos labios (Battaglia et al., 2008).

Considerando as informacfes supracitadas, é possivel observar que os niveis
de estrégenos podem comprometer significativamente o comportamento sexual das
mulheres, visto que baixas doses de estrogeno sdo associadas a diminuicdo da
lubrificacdo vaginal e, portanto, menor desejo ou declinio da satisfacdo sexual. As
alteracbes no desejo sexual podem decorrer do impacto negativo do
hipoestrogenismo sobre o fluxo sanguineo arterial nas regides do SNC, que sao
envolvidas no comportamento sexual. Isso comprometeria a excitacdo sexual
feminina (Cayan et al., 2008). Por outro lado, usuarias de CHs com formulagéo de
altas doses de estrégeno, isto é, que apresentam hiperestrogenismo, também
apresentam distarbios sexuais. Todavia, estas mulheres poderiam apresentar
aumento do desejo sexual, mas isso nao acontece (Strufaldi et al., 2010),
provavelmente, em consequéncia da reducdo das concentracfes de testosterona
observada nas usuarias de CHs (Zimmerman et al., 2014).

Normalmente, usuarias de CHs apresentam concentracbes supra-
fisiolégicas de estrégeno a nivel hepatico. Isso causa o aumento da sintese hepéatica
da Proteina Globulina Ligadora de Hormonios Sexuais (SHBG) (Zimmerman et al.,
2014). A SHBG tem uma grande afinidade pela testosterona e pouca pelos
estrogenos, o que leva a uma diminui¢do da fracéo livre deste andrégeno (fraccéo
biologicamente ativa); portanto, variacdes nas concentracdes de SHBG em mulheres
influenciam, de forma bastante significativa, a acdo androgénica no organismo
(Zimmerman et al., 2014; Wallwiener et al., 2010; Roberts et al., 2013).

Existem evidéncias de que baixas concentragcfes circulantes de testosterona
determinam alteracdes significativas na funcdo sexual feminina e, atualmente, a
deficiéncia androgénica, principalmente da testosterona, é um dos componentes
etiopatogénicos mais significativos relacionados a sexualidade feminina (Roberts et
al., 2013). A libido nas mulheres associa-se aos andrdégenos, principalmente a
testosterona, neste sentido, ha um impacto na sexualidade devido a diminuicdo da

concentracdo de testosterona, pois este androgeno tem forte associagdo com o
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desejo sexual, com o orgasmo e até mesmo com a quantidade de relacdes sexuais,
que o individuo mantém (Alexander et al., 1993).

E possivel concluir que os beneficios trazidos pela testosterona na melhora
da libido ou da satisfacdo sexual sdo bem descritos na literatura. Todavia, ela
também esta associada a melhora do humor, da energia, do bem estar (Krapf e
Simon, 2009) e da estética corporal (Miller et al., 2011), que também podem ser
associadas a melhora da disposi¢éo sexual feminina (Baumeister, 2004; Van Anders
et al., 2011, Gray et al., 2010; Fooladi et al., 2014). Diante das importantes funcdes
da testosterona no organismo feminino, ha uma crescente procura pelos tratamentos

exogenos deste androgeno.

1.3. Testosterona

E fundamental destacar que a testosterona e a DHT sdo os andrégenos de
maiores poténcias e importancias no organismo feminino (Yarak et al.,, 2005). A
testosterona tem um papel fundamental na fertilidade feminina (Ryan et al., 2003;
van Anders et al., 2015; Bouchard et al., 2016), visto que € a precursora dos
estrogenos (Yarak et al., 2005; Lima-Verde et al., 2011). Estima-se que a producdo
de testosterona, em mulheres jovens, seja 25% de origem adrenal, 25% sintetizada
nas células da teca e do estroma ovariano (sob controle LH), e pelo menos 50% seja
produzida por conversao periférica a partir de outros andrégenos (Lima-Verde et al.,
2011) com posterior metabolizacdo pela 5a-redutase a DHT ou por aromatases a
estrogenos (Yarak et al., 2005; Lima-Verde et al., 2011).

Os efeitos biolégicos da testosterona sdo expressos pelas suas fracoes livres,
ja que, no organismo, a testosterona encontra-se de duas formas distintas,
denominadas de testosterona total e testosterona livre. A testosterona total s&o
todas as moléculas deste andrégeno presente no organismo, ou seja, as ligadas as
proteinas (albumina e SHBG) e a testosterona livre. As formas livres da testosterona
sdo as moléculas néo ligadas as proteinas, que estdo circulantes no organismo, as
guais podem ser absorvidas pelo organismo, por isso sdo denominadas
biologicamente de ativas (Rosner et al., 2007). Quantitativamente, a testosterona
livre corresponde a 2% da testosterona total, em mulheres, acima dos 19 anos de
idade, a testosterona total apresenta-se nos valores entre 8-60 ng/dL, e a
testosterona livre os valores séo entre 0.3 a 1,9 ng/dL (Elmlinger et al., 2002; Rosner
et al., 2007).
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Evidencia-se ainda que, ao longo do ciclo menstrual, ha flutuacbes distintas
dos valores de referéncia de ambas as formas de testosterona. Neste contexto, 0s
valores de testosterona total na fase folicular sdo entre 4,4 a 39,0 ng/dL; na fase
ovulatoria, os valores sdo mais elevados, entre 7,1 a 55,0 ng/dL; e, na fase lutea,
apresentam-se entre 4,1 a 44,0 ng/dL (Rosner et al., 2007). Por outro lado, os
valores de testosterona livre sdo: na fase folicular, entre 0,18 a 1,68 ng/dL; na fase
ovulatéria, entre 0,3 a 2,34 ng/dL; e, na fase lutea, registram-se valores entre 0,17 a
1,87 ng/dL (Elmlinger et al., 2002). E importante mencionar que estes valores de
testosterona sao referenciados em mulheres saudaveis e reprodutivamente ativas ou
férteis, visto que mulheres acima dos 45 anos de idade apresentam deficiéncias
androgénicas, e os valores de testosterona total e livre ndo apresentam variagdes
tipicas do ciclo menstrual (Elmlinger et al., 2002; Rosner et al., 2007).

Sabe-se que o envelhecimento reprodutivo ou ovariano pode causar declinio
na producdo dos androgénios, tanto dos ovarios quanto das adrenais, especialmente
da DHEA (Labrie et al., 1997). No estagio da pdés-menopausa, a DHEA, principal
fonte dos andrégenos, exibe queda de 60%, propiciando quadro de
hipoandrogenismo (Labrie et al,. 2005). As concentracdes séricas de testosterona
diminuem gradualmente em funcédo da idade. Ocorre queda de 40% a 50% da
testosterona total e livre nas idades 25 e 45 a 50 anos; entretanto, apos a
menopausa, o declinio nas concentracfes € mais lento (Braunstein, 2002).

Muito embora a deficiéncia androgénica caracterize-se como uma sindrome
decorrente da reducdo da producdo ou da acdo androgénica, que ocorre mais
precisamente com o avancar da idade (Labrie et al,. 2005). Ha também registros de
deficiéncia androgénica em mulheres jovens, ou seja, ainda em idade reprodutiva,
visto que a insuficiéncia androgénica ou hipoandrogenismo pode ser registrada em
qualquer idade (Bachmann et al., 2002; Basson et al., 2004). Nas mulheres jovens, a
anormalidades androgénicas sdo geralmente evidenciadas em decorréncia de
faléncia ovariana prematura, tratamento com antiandrogénios, uso de CHs ou terapia
hormonal (que reduzem o LH e aumentam a SHBG, diminuindo os androgénios
livres). Em mulheres com ooforectomia bilateral, também sao verificados declinio
significativo dos niveis de testosterona total e livre (Basson et al., 2004).

A deficiéncia androgénica na mulher passou a ser considerada como de suma
importancia clinica a partir de 2002, apés uma reunido na Universidade de Princeton

(EUA), que culminou no consenso que a definiu como uma sindrome constituida por
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reducdo do desejo sexual, diminuicdo da sensacdo de bem-estar, mudanca de
humor, fadiga persistente e inexplicavel, perda de massa 6ssea, reducdo da forca
muscular, sindrome climatérica e alteracdes de memodria e da fungdo cognitiva
(Davis et al.,, 2004; Simon et al., 2005; Krapf e Simon, 2009). Nestes casos, as
mulheres apresentam niveis frequentemente reduzidos de testosterona livre ou
bioativa, que estdo abaixo da sensibilidade do ensaio (Simon et al., 2005).

O tratamento exégeno com testosterona tem sido indicado para mulheres,
clinicamente diagnosticadas com declinio dos niveis de testosterona total e livre,
decorrentes da idade (Laughlin et al., 2000, EImlinger et al.,, 2002; Rosner et al.,
2007) e da faléncia ovariana ou ooforectomia bilateral (Basson et al., 2004). Nestas
mulheres, o uso exdgeno deste hormdnio tem trazido resultados satisfatorios nos
sintomas relacionados a deficiéncia androgénica, especialmente sobre a disfuncéo
sexual, sintomas vasomotores e aumento da densidade mineral 6ssea e da forca
muscular (Bulun et al., 2005; Braunstein et al., 2007; Davis et al., 2008; Udoff, 2009).
Além disso, ha estudos que observaram associacdo do uso de testosterona a
reducao do risco cardiovascular e a ocorréncia de lesdo hepatica (De Paula et al.,
2007; Labrie et al., 2009)

Normalmente, as indicacBes terapéuticas classicas do tratamento com
testosterona sdo previamente estabelecidas na esfera sexual, isto é, indicadas para
mulheres que apresentam declinio dos niveis de testosterona e clinicamente relatam
a diminuicdo da libido, do prazer e da satisfacdo sexual (Wierman et al., 2006;
Braunstein, 2012). No entanto, para alcancar efeitos desejados sobre a libido, a
dose de testosterona é supra-fisioldégica (acima dos valores end6genos), ou seja, em
geral superior a 100 ng/dl, cuja seguranca em longo prazo, é ainda incerta (Davis et
al., 2016). Neste sentido, € fundamental salientar que o excesso de androgénios
pode levar a repercussfes estéticas como acne, hirsutismo e até virilizacdo
(Guerrieri et al.,, 2014), além de outras consequéncias como aumento da
agressividade, retencdo hidrica e aumento da pressédo arterial (Wierman et al.,
2006). Também sdo documentadas tendéncia a policitemia, a diminuicdo de HDL e
ao aumento do fibrinogénio (Guerrieri et al., 2014). Sabe-se ainda que o0s
androgénios aumentam a gordura visceral, os acidos graxos livres e prejudicam a
acao da insulina (Davis et al., 2016).

Neste contexto, existe ainda uma preocupacéo do impacto da testosterona e

de seus metabdlitos sobre a mama e o endométrio em mulheres que expressam
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aromatases de maneira anormal. Assim, neste grupo, poderia ocorrer maior
conversdo da testosterona exdégena em E2, o que justificaria um maior risco
oncogénico (Dimitrakakis et al., 2002). Embora haja controvérsias na literatura,
existem estudos epidemioldgicos que demonstram o aumento do risco (Dimitrakakis
et al., 2002), enquanto outros nao evidenciaram tal associacdo (Bulun et al., 2005).
Desta forma, € recomendavel que as mulheres em tratamento com testosterona
sejam monitoradas para o cancer de endométrio e de mama, seguindo as mesmas
recomendacdes empregadas na terapia hormonal convencional.

Suspeita-se que, além da dose e das particularidades individuais de cada
mulher, o risco de toxicidade por andrégenos ocorra em funcdo a via de
administracdo. No entanto, acredita-se que efeitos colaterais sejam incomuns
guando a manutencao da testosterona sérica é feita em niveis fisioldgicos (Wickman
et al.,, 2014). Para a realizacdo dessa manutencdo usualmente utilizam-se as
seguintes vias para administracdo da testosterona: a) oral (sublingual); b)
intramuscular (injetaveis) e c) transdérmica (adesivos e topicos).

A administracdo de testosterona por via oral apresenta rapida metabolizacéo
pelo figado, e pode acarretar hepatotoxicidade, bem como distirbios
gastrointestinais; além de poder reduzir o HDL-colesterol e elevar o LDL-colesterol.
Entre as formulacdes de testosterona disponiveis, no mercado atualmente, destaca-
se a metiltestosterona, pois apresenta menos efeitos gastrointestinais e € mais bem
tolerada (Davis et al., 2004; Shifren, 2009). Esse produto deve ser devidamente
manipulado, e sua dose varia de 1,25 mg a 2,5 mg ao dia, que tem se mostrado
eficiente no alivio dos sintomas menopausais, por exemplo, reducdo da massa
O0ssea, comprometimento na funcdo sexual e na qualidade de vida. JA o uso de
deidroepiandrosterona, nas doses que variam de 25 a 75 mg/dia, por um periodo de
trés a doze meses, ocasionou melhora significativa do humor, do bem-estar e
diminuicao da fadiga em mulheres (Lobo et al., 2003). No entanto, o undecanoato de
testosterona, sob a forma de capsulas orais (40 mg) administradas diariamente de
forma fracionada ou em dias alternados, é raramente recomendado para mulheres
devido a grande variabilidade na absorcdo, que ocorre por meio das vias intestinais,
com possibilidade de picos séricos supra-fisiologicos mesmo com doses de 20mg
(Buckler et al., 1998).

A formula injetavel de testosterona pode ter base oleosa, cuja liberacdo é

lenta; ou base de éster, que propicia rapida disponibilizagdo de testosterona livre na
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circulacdo. Ela é comercializada como diferentes ésteres de testosterona, associada
ou nao aos estrogenos (Lobo et al., 2003), e aumenta o risco de exposi¢cao a doses
suprafisiolégicas, bem como acresce o risco de efeitos adversos (anteriormente
citados) (Davis e Davison, 2012). O decanoato de testosterona € um esteroide
anabolizante injetavel, e sua acdo androgénica € indireta por reduzir o SHBG e
aumentar a fragao livre de testosterona. Seu uso (na dose de 50 mg), a cada 40 dias
e, N0 maximo, seis aplicacbes ao ano, constitui opcdo mais segura, sendo bem
aceito pelas pacientes (Finotti, 2013). H4 ainda o decanoato de nandrolona que
pode ser utilizado também por via intra-muscular na dose de 25-50mg a cada 6-12
semanas para tratamento da osteoporose pos-menopausa, com pouco efeito sobre
a libido (Davis e Davison., 2012); enquanto ésteres mistos injetaveis de testosterona
(50-100mg) sao ocasionalmente administrados a cada 4-6 semanas com rapidos
resultados sobre a libido, mas frequentes efeitos colaterais de virilizagcdo ou
masculinizacdo da figura feminina (Braunstein, 2007; Finotti, 2013).

De modo geral, os adesivos transdérmicos sdo comercializados no tamanho
de 28 cm. Na sua composicado quimica estdo presentes 8,4 mg de testosterona, a
qual é liberada diariamente na dose de 300 pg/dia. Os adesivos de testosterona sédo
a opcao de tratamento mais proximo as concentracfes fisiolégicas devido a
liberagdo menor de testosterona. De acordo com o fabricante os adesivos devem ser
trocados a cada trés dias (Lobo et al., 2003). Sengundo Shifren et al., (2009) os
topicos sdo creme a base de proprionato de testosterona 1% a 2% em petrolado
branco, que constitui boa opc¢éo, devendo ser aplicado diariamente no clitoris e nos
pequenos labios. Ha também como alternativa o gel com testosterona base, em
doses que variam de 2,5 mg a 5,0 mg/1 g do gel-base hormonal, na posologia de 1
g/dia, aplicado por via transdérmica ou percutanea na face interna das coxas.
Embora os géis e topicos sejam vias preferiveis as formulagdes orais, devido aos
efeitos de primeira passagem hepatica, documentados com a via oral, os efeitos da
administracdo percutanea ndo tém sido bem documentados como efeitos positivos
no aumento do comportamento sexual (Finotti, 2013)

Em suma, tratamentos com androgenos tém sido indicados a mulheres com
distarbios na producao dos androgénios, no entanto, ha muitas controvérsias quanto
ao diagnostico e a terapéutica ideal para tais anormalidades, especialmente no
tocante a escolha do androgénio, a via de administragdo e ao tempo de duragéo de

uso. Em relacdo a via de administragdo, alguns estudos tém apresentado resultados
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favoraveis o uso de testosterona pela via intranasal, porém estes resultados ainda
séo iniciais e estdao sendo administrados em modelos animais, tais como ratas
(Banks et al., 2009) e fémeas de macacos-prego (Tavares et al., 2007, Topic et al.,
2007).

O principal interesse da administracdo de testosterona pela via intranasal &
basicamente devido a dificuldade de entrega das moléculas de testosterona no SNC
pelas vias: orais, transdérmicas e intravenosas. Isso porque pelas vias
convencionais, a testosterona liga-se as proteinas (SHBG) limitando bastante a
passagem deste androgeno pela barreira hematoencefalica (Banks, 2012).
Evidencia-se que, para alcangar os efeitos desejados na melhora da libido, do bem-
estar e do humor, ha a necessidade de doses bem elevadas de testosterona (Davis
et al., 2012). Neste sentido, a via intranasal € uma boa alternativa para obtencao dos
efeitos desejados sobre o comportamento; porém com doses menores, 0 que
teoricamente reduz os efeitos indesejaveis (Morley e Perry, 2003).

Uma das principais justificativas para administracdo de farmacos por via
intranasal é devido a rica vascularizacdo da regido nasal, e também por sua
anatomia, que possui contato direto com SNC por meio da projecdo dos receptores
olfativos direto na regido neural do bulbo olfatério (Lochhead e Thorne, 2012). Além
disso, outras vantagens da administracdo de farmacos por essa via sdo: 19)
eliminacdo da primeira passagem hepatica, renal e gastrointestinal, que possibilita o
tratamento prolongado dos farmacos; 2%) evitacdo da circulacéo sistémica, que pode
reduzir os efeitos colaterais sistémicos; 3%) garante rapida absor¢cdo farmacol6gica
mensurada pelo plasma concentracdo-tempo; e 42) é de facil administracdo, pois o
método é considerado nao-invasivo (Wermeling et al., 2006, Woensel et al., 2013).
Assim, a via intranasal tem sido estudada como uma alternativa importante para uso
de varias terapias; inclusive no tratamento de doencas cerebrais, por exemplo, 0
cancer (Debinski e Tatter, 2009), e também para reposi¢cdo hormonal (Banks et al.,
2009). Para fins do presente estudo esta sera a via utilizada para o tratamento a
base de testosterona.

Desta forma, sdo necessarias pesquisas que busquem esclarecer doses
adequadas de testosterona ou fisiologicamente seguras, que poderdo ser
administras pela via intransal, vale mencionar que estudos tém apresentado efeitos
positivos do tratamento por esta via sobre o comportamento sexual em fémeas de

macacos-prego (Tavares et al., 2007), e também efeitos menores sobre os aspectos
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hormonais de ratas (Banks et al., 2009). Sendo assim, esta via pode ser uma boa
alternativa para tratamentos hormonais em mulheres. Entretanto, atualmente ndo ha
na literatura estudos que apresentem resultados sobre outros parametros fisiologicos
como, por exemplo, sobre no sistema hemolitico (TP, TTPa, contagem de plaquetas
e fibrinogénio), hemoglobina (HG), SHBG e os lipidios, que podem ser afetados pelo
tratamento de testosterona pela via intranasal. Sendo assim, ha a necessidade do
uso de modelos animais com parametros fisiolégicos similares as mulheres, na
medida em que os resultados encontrados poderdo, dentro do possivel, ser
extrapolados para as humanas. O estabelecimento de vias de administracdo, doses
e modelo animais podera permitir as mulheres o acesso a terapia hormonal com
mais segurancga. Devido a proximidade filogenética com humanos, as fémeas de

macaco-prego sao um modelo experimental interessante para tal proposta.

1.4. Espécie estudada: Sapajus libidinosus

Os animais da espécie Sapajus libidinosus sdo popularmente conhecidos
como macaco-prego, assim como as espécies S. apella; S. flavius; S.
macrocephalus; S. cay; S. nigritos; S. robustus e S. xanthosternos (Lynch Alfaro et
al.,, 2012). Estes macacos sao denominados de primatas do Novo Mundo,
encontram-se amplamente distribuidos pela América do Sul, sendo encontrados
desde o norte da Argentina até a Floresta Amazoénica da América Central (Fragaszy
et al., 2004).

Em habitat natural, os macacos-prego formam grupos contendo individuos de
ambos os sexos e de todas as idades, que podem atingir até 40 individuos. Estes
primatas possuem complexas formas de comunicacdo social que ocorrem por meio
de vocalizagBes, expressdes faciais e alteragdes na postura. Os grupos sao
constituidos por uma proporcdo maior de fémeas do que de machos, sendo
facilmente identificado o macho-alfa, que possui corpo mais robusto e
comportamento mais agressivo do que os demais (Fragazsy et al., 2004). Possuem
um cérebro bastante desenvolvido, com eficiente sistema de comunicacdo visual,
olfativa, auditiva, além de habilidades manuais altamente elaboradas, tais habilidades
permitem que esses macacos manipulem ferramentas (Fragazsy et al.,, 2004,
Resende et al., 2008; Fragazsy et al.,, 2013; Coelho et al., 2015). Atribui-se ao
cérebro complexo que 0s macacos-prego possuem a sua capacidade para mapear

em termos espaciais e temporais suas fontes de alimentos. Entre os Primatas do
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Novo Mundo, o cérebro do macaco-prego € considerado grande em relacdo ao
tamanho do seu corpo e possui um dos maiores indices de coeficiente encefalico
entre os primatas (Janson e Boinski, 1992; Fragazsy et al., 2004; Phillips e
Sherwood, 2012).

Os macacos-prego sao caracterizados por apresentarem um longo ciclo de
vida, e em cativeiro, ha registros de um animal que viveu 47 anos (Fragazsy et al.,
2004). A maturidade sexual ocorre aproximadamente aos quatro anos de idade,
embora dificilmente reproduzam-se até que tenham atingido inteiramente o seu peso
de adultos, o que ocorre em torno dos cinco anos de idade (Di Bitetti e Janson,
2001). O ciclo ovariano é do tipo menstrual, com duracdo média de 21 dias
acompanhada de um sangramento muito discreto. O ciclo é similar ao de outras
fémeas de primatas, inclusive ao das mulheres, caracterizado por duas fases
distintas: a folicular e a latea, que sofrem influéncia dos estrogenos e da
progesterona, respectivamente (Nagle et al., 1979).

Outra caracteristica interesse € que fémeas de macaco-prego exibem notaveis
evidéncias do comportamento sexual no periodo da ovulacdo. Anteriormente, a essa
fase, isto é, na fase pré-ovulatéria, elas solicitam copula com machos-alfa
(dominantes) através de comportamentos especificos tais como: levantar das
sobrancelhas, tocar e correr, inclinar a cabeca, vocalizar, encarar, massagear mamas
e genitdlias, entre outros (Carosi e Visalberghi 2002). Estes comportamentos
persistentes sdo tidos como indicativos da aproximac¢éo do periodo ovulatorio, o que
coincide com o aumento dos niveis de estradiol (Carosi et al., 2005). Apés este
periodo, as macacos-prego também copulam com os machos subordinados (Carosi e
Visalberghi, 2002; Fragazsy et al., 2004; Carosi et al., 2005).

Entre os primatas do Novo Mundo, 0s macacos-prego destacam-se como
modelo animal em diversas areas, inclusive em estudos sobre fisiologia reprodutiva
(Sousa et al., 2000; Shideler et al., 2001), estratégias reprodutivas (Strier et al., 2004;
Jack et al., 2014), comportamento sexual (Carosi et al., 2005) e morfologia do ciclo
ovariano (Aujard et al., 1988; Lima et al., 2012). Assim, as principais caracteristicas
para o sucesso da utilizagdo do macaco-prego como sujeito experimental consistem
no fato de serem animais que apresentam um repertorio de comportamento sexual
muito amplo, presenga do ciclo menstrual similar ao das mulheres, entre outras

semelhancas fisiologicas, morfologicas e anatdbmicas com a espécie humana
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(Fragazsy et al., 2004). Juntas, essas caracteristicas justificam a escolha desse

modelo animal para a realizagéo desse estudo.

2. RELEVANCIA DO ESTUDO

Embora as acbes do tratamento a base de testosterona no organismo
feminino sejam bem estabelecidas, ndo sao conhecidos os efeitos de sua
administragao prolongada associada ao uso CHs. Assim, o presente estudo prop0s
uma abordagem original na medida em que investigou a administracdo prolongada
desse androgénio por via intranasal associada ao uso de CHs em fémeas de
macaco-prego, que podem representar uma boa alternativa de aproximacao
experimental.

Outro ponto importante do presente estudo diz respeito a concentracao de
0,24 mg/kg de testosterona utilizada nas fémeas de macacos-prego estudadas. A
dose aqui utilizada foi inferior a utilizada em estudos prévios desenvolvidos pelo
Nosso grupo de pesquisa com a mesma espécie (0,48 mg/kg) (Tavares et al., 2007 e
Topic et al., 2007), menor do que a utilizada em fémeas de ratos (10 mg/kg) (via
intranasal) (Banks et al.,, 2009), e proporcionalmente menor do que a dose
geralmente utilizada por via-intravenosa em ratas (10 mg/kg e 50 mg/kg) (Banks et
al., 2004; Jones et al., 2012; Guo et al., 2015), e menor que a utilizada em humanas
(50-100mg) (Finotti, 2013). Com isso, busca-se verificar se os efeitos positivos da
administracdo intranasal prolongada da testosterona no modelo investigado se
mantém sob uma dose menor, que podera ser mais segura e por sua vez diminuir
possiveis efeitos colaterais associados a sua administragao.

Finalmente, o Ultimo aspecto em destaque é o fato de que sdo escassos, na
literatura, estudos que investigam os efeitos do uso prolongado de testosterona
concomitantemente a utilizacdo do CHs em mulheres reprodutivamente ativas. Muito
embora haja estudos que fornecam efeitos adversos e colaterais do uso de CHs em
varios aspectos fisioldgicos e comportamentais (Xu et al., 2012, Lanza et al., 2013;
Asare et al.,, 2014), ainda assim os efeitos do uso prolongado de testosterona
associado ao CHs sobre os parametros fisiol6gicos e comportamentais ndo tém sido
investigados. Neste sentido, fazem-se necessarios estudos que objetivem descrever
a importancia de se conhecer tais efeitos, sobretudo no numero crescente de

mulheres, que atualmente fazem uso simultaneo de testosterona associado ao CHs
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sem ter conhecimento dos efeitos que estes tratamentos concomitantes possam
trazer a saude delas.

Ainda é relevante evidenciar que muitos dos efeitos colaterais e adversos que
sdo descritos na literatura referem-se a mulheres com distdrbios hormonais
(menopausa, ooforectomia etc) (Davis et al., 2012). Neste sentido, os efeitos em
mulheres reprodutivamente ativas ou sem distirbios hormonais s&o pouco
divulgados. Assim, face a ampla utilizagdo desse androgénio por mulheres e ao fato
de fémeas de macacos-prego compartilharem similiaridades fisiolégicas com
mulheres, a utilizacdo da espécie como modelo experimental para esta finalidade é
importante na medida em que permite: a) a mensuracdo de parametros fisioldgicos
hormonais; b) a observacéo de possiveis efeitos de interacédo da testosterona com o
CHs sobre os parametros fisioldgicos e comportamentais de modo geral; e ¢) a
observacdo de possiveis interrelacbes entre a acdo da testoterona e com o0s

parametros fisiolégicos e comportamentais.

3. HIPOTESES

Com base no referencial teorico supracitado, o presente estudo baseou-se nas
seguintes hipoteses:

H1: O tratamento de algestona acetofenida e enantato de estradiol promove

mudancas fisiolégicas e comportamentais significativas nas fémeas de

macacos-prego;

HO: O tratamento de algestona acetofenida e enantato de estradiol n&o

promove mudancas fisioldgicas e comportamentais significativas nas fémeas

de macacos-prego;

H1l: O tratamento prolongado de testosterona associado a algestona

acetofenida e enantato de estradiol promove alteracdes fisioldgicas e

comportamentais nas fémeas de macacos-prego;

HO: O tratamento prolongado de testosterona associado a algestona

acetofenida e enantato de estradiol ndo promove alteracdes fisioldgicas e

comportamentais das fémeas de macacos-prego;

H1l: O tratamento prolongado de testosterona associado a algestona

acetofenida e enantato de estradiol promove efeitos sobre os parametros
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fisioloégicos e comportamentais mesmo apos a suspensao da administracao de
testosterona nas fémeas de macacos-prego;

HO: O tratamento prolongado de testosterona associado a algestona
acetofenida e enantato de estradiol ndo promove efeitos sobre os parametros
fisiolégicos e comportamentais apdés a suspensdo da administracdo de

testostosterona nas fémeas de macacos-prego;

H1l: O tratamento prolongado de testosterona associado a algestona
acetofenida e enantato de estradiol promove efeitos sobre os parametros
fisiolégicos e comportamentais das fémeas jovens e adultas de macacos-
prego.

HO: O tratamento prolongado de testosterona associado a algestona
acetofenida e enantato de estradiol ndo promove efeitos sobre os parametros

fisiolégicos e comportamentais das fémeas jovens e adultas de macacos-

prego.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Investigar os efeitos do tratamento prolongado de testosterona associado a
algestona acetofenida e enantato de estradiol sobre o ciclo menstrual das fémeas de

Sapajus libidinosus (macacos-prego).

4.2. Objetivos especificos

1. Analisar os efeitos do tratamento de algestona acetofenida e enantato de
estradiol sobre os parametros fisiologicos (estradiol, estrona, testosterona, di-
hidrotestosterona, cortisol, gonadotrofina, tempo de protrombina, tempo de
tromboplastina, numero de plaquetas, fibrinogénio, hemoglobina, globulina e
lipidios) e comportamentais das fémeas de macaco-prego;

2. Analisar os efeitos do tratamento de testosterona associado a
algestona acetofenida e enantato de estradiol sobre os parametros fisiol6gicos
(estradiol, estrona, testosterona, di-hidrotestosterona, cortisol, gonadotrofina,
tempo de protrombina, tempo de tromboplastina, nimero de plaquetas,
fibrinogénio, hemoglobina, globulina e lipidios) e comportamentais das fémeas
de macaco-prego;

3. Analisar o tratamento prolongado de testosterona associado a
algestona acetofenida e enantato de estradiol sobre os parametros fisiologicos
(estradiol, estrona, testosterona, di-hidrotestosterona, cortisol, gonadotrofina,
tempo de protrombina, tempo de tromboplastina, nimero de plaquetas,
fibrinogénio, hemoglobina, globulina e lipidios) e comportamentais apés a
suspensao da administracao de testosterona nas fémeas de macaco-prego;

4. Analisar os efeitos do tratamento prolongado de testostona associado a
algestona acetofenida e enantato de estradiol sobre os parametros fisiol6gicos
(estradiol, estrona, testosterona, di-hidrotestosterona, cortisol, gonadotrofina,
tempo de protrombina, tempo de tromboplastina, nimero de plaquetas,
fibrinogénio, hemoglobina, globulina e lipidios) e comportamentais das fémeas

jovens e adultas de macaco-prego.
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5 MATERIAS E METODOS

5.1. Aspectos éticos

O presente estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa Animal
(CEUA) da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia (UnB), tendo sido
aprovado conforme documento UnBdoc 101375/2011 (Anexo 1). Todos os preceitos
éticos estipulados pelo CONCEA (Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal) foram observados. O uso dos animais experimentais esta
de acordo com a lei Auroca (n°11.794), que regulamenta a experimentacao animal

no Brasil.

5.2. Local de estudo

Os animais utilizados nesse estudo foram mantidos no Centro de
Primatologia da Universidade de Brasilia (CP-UnB), segundo as normas de
manutencao de animais em cativeiros do IBAMA. O CP-UnB é um criadouro cientifico
(N° de Registro IBAMA 1/53/1999/000006-2) vinculado ao Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da UnB. Fisicamente esta localizado na Fazenda Agua Limpa (FAL)
(16°30”S, 46°30”0) na regiao administrativa da Vargem Bonita-Distrito Federal (DF)
a cerca de 30 km do centro de Brasilia. A FAL possui uma area de 4.340 ha, dos
quais a metade corresponde a area de protecdo ambiental e integra uma area de
importante corredor ecoldgico no Distrito Federal.

No CP-UnB, os animais sdo mantidos em viveiros situados em meio a mata
de galeria em condi¢cBes naturais de luminosidade, temperatura e umidade (Tabela
7). Cada recinto tem dimensdes de 4m x 2m x 3m (profundidade, largura e altura,
respectivamente) e possui um sistema de divisdo interna com porta guilhotina que
permite a separacdo de sujeito experimental de seus(s) companheiros(s) durante as
sessfes experimentais. Dentro dos recintos havia caixa-ninho, que funciona como
abrigo e protecdo para os animais, além de cordas e poleiros para fins de

enriquecimento ambiental.
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Viveiros <

Corredor de acesso

Figura 7- Vista parcial de um dos pavilhdes do CP-UnB, onde foram mantidos os animais do estudo
(Foto: Maria Clotilde H.Tavares)

5.3. Sujeitos

Foram utilizados neste estudo 12 fémeas de macacos-prego (Sapajus
libidinosus) (Figura 8). Destas, 5 tinham idade conhecida (nascidas no CP-UnB) e 7
idades estimadas (ndo nascidas no CP-UnB), sendo a média de idade 13 anos,
conforme apresentado na Tabela 1. Fémeas que apresentaram idade inferior a 15
anos de idade foram consideradas jovens; ja aquelas que possuem idade maior que

15 anos foram consideradas fémeas adultas.

Figura 8- Maneca - fémea adulta de Sapajus libidinosus do CP-UnB que participou do estudo.

Também participaram do estudo 7 machos adultos vasectomizados com
idade média de *16 anos, no entanto estes machos participaram apenas como
respectivos companheiros para as fémeas estudadas. Para fins experimentais, 0s

animais foram mantidos em grupos compostos por triade (2 ? e 1 & adulto). As
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fémeas foram separadas em dois grupos distintos; um denominado de grupo 01
(n=6); e outro de grupo 02 (n=6), pseudoaletoriamente designados, estes grupos
foram assim denominados apenas no intuito de indicar que as fémeas do grupo 01
receberam o 1° tratamento de testosterona, e as do grupo 02 receberam o 2°
tratamento de testosterona (Tabela 1). E importante mencionar que nosso estudo
teve como caracteristica 0 sujeito como seu proprio controle, sendo assim enquanto
no 1° tratamento as fémeas do grupo 01 recebia o tratamento experimental, ou seja,
a testosterona as fémeas do grupo 02 receberam o placebo. No 2° tratamento houve
a inversao dos tratamentos, isto €, as fémeas do grupo 01 receberam placebo e do

grupo 02 testostosterona (Tabela 01).

Tabela 1- Idade real e estimada (anos) e condi¢cbes experimentais 1=experimental (testosterona) e
O=controle (placebo) das fémeas do Centro e Primatologia- UnB. * indica que a idade é estimada.

Fémeas Idade (anos) 1° Tratamento 2° Tratamento
Bolinha 07 1 0
Ronaldinha 17* 0 1
Talita 19* 1 1
Tabata 08 0 1
Tati 06 1 0
Maneca 18* 0 1
Chiquinha 18* 1 0
Chiva 07 0 1
Drica 18* 1 0
Roberta 07 0 1
Aurora 21* 1 0
Délia 17* 0 1

Os sujeitos foram alimentados diariamente entre 7h e 7h30, com uma dieta a
base de frutas, legumes, ovos, racdo e suplementos vitaminicos. As 17 horas, a
sobra de alimentos era retirada dos viveiros dos animais. Os animais tinham acesso

a agua ad libitum.
5.4. Procedimento
5.4.1. Coletas sanguineas

As coletas de sangue foram feitas entre os meses de fevereiro a outubro de

2012 durante 10 ciclos menstruais consecutivos. Para cada fémea de macaco-prego
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foram realizadas 2 coletas sanguineas com intervalos fixos de aproximadamente 10
dias entre as coletas. A partir das amostras sanguineas foram realizadas as
dosagens dos esteroides sexuais (E2, E1, DHT e testosterona total) e do hormdnio
nao-sexual (cortisol); além dos parametros fisioldgicos tais como: HG, SHBG, lipidios
totais, gonadotrofina coridnica, fibrinogénio, nimero de plaquetas, TP e TTPa.

Para fins da realizagcéo das coletas sanguineas, as fémas de macacos-pregos
foram individualmente separadas e capturadas no periodo da manhd entre os
horéarios de 8h as 12h. Todos os procedimentos realizados para captura e coleta de
sangue foram realizados pelos tratadores e veterinarios do CP-UnB,
respectivamente, que possuiam treinamento e experiéncia para essa finalidade.
Neste sentido, primeiramente as fémeas foram retiradas de seus respectivos viveiros
e com o auxilio de um puca (rede), elas foram capturadas e, em seguida, levadas ao
compartimento de manipulacdes veterinarias do CP-UnB. Nesse local, as fémeas
foram anestesiadas por via intranasal de isoflurano utilizando-se o equipamento
portatil inalatério (Vetcase® Fabricante lontec modelo Colibri/2012). Uma vez
anestesiadas, foi coletado um volume de 10 ml de sangue por meio da venopunc¢ao
pela veia femoral de cada fémea de macaco-prego.

Apés a coleta de sangue, as amostras foram armazenadas em tubos (Vacutte
Sabim/ 2012) sem a presenca de anticoagulante para dosagem das amostras
soroldgicas dos horménios sexuais (E2, E1, DHT e testosterona total) e ndo sexuais
(cortisol e gonadotrofina) para as concentracées de lipidios totais, HG e SHBG.
Também foram usados tubos com anticoagulante EDTA para os testes de contagem
do numero de plaquetas, e tubos com anticoagulante (citrato) para as amostras
usadas da analise dos fatores associados a coagulacdo sanguinea ou coagulograma
tais como: fibrinogénio, TP e TTPa.

Todos os tubos com as amostras sanguineas receberam identificacdo (data,
nome e codigo do animal) e foram acondicionadas em caixa de isopor com gelo
seco. Do CP-UnB as amostras foram transportadas para ao Laboratdrio SABIN,
onde foram realizadas as dosagens hormonais respectivas de acordo com as
normas internas do mesmo.

De acordo com laboratério Sabin para a dosagem das concentracdes de
testosterona total, cortisol, E2 e SHBG foi usado o método de quimioluminescéncia,
ja as concentracbes de DHT e E1 foram avaliadas pelo método radioimunoensaio.

As concentragbes de gonadotrofina coridnica foram avaliadas pelo método
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eletroquimioluminescéncia. Os fatores associados a coagulacado sanguinea (namero
de plaquetas, TP, TTPa e fibrinogénio) foram avaliados pelo método coagulométrico
automatizado. Para avaliar as concentracdes de lipidios totais e hemoglobolina foi

usado método colorimétrico.

5.4.2. Administragéo das drogas testosterona e placebo

As drogas, testosterona (Noseafix®) e placebo (Noseafix®) foram fornecidas
por Mattern Pharmaceuticals AG (Stans, Switzerland). As administracbes da droga e
do placebo foram realizadas em janela de tempo fixo, trés vezes por semana
(segunda, quarta e sexta), durante 63 dias consecutivos cada fémea do grupo
experimental recebeu uma dose do gel testosterona, que fora administrado sempre
pela manha (entre 8 h e 9 h). Primeiramente, as fémeas foram individualmente
separadas e liberadas dos seus viveiros ao corredor de acesso (Figura 07). Logo
apos esse procedimento, elas foram imobilizadas, sem anestesia, por contencdo dos
membros superiores e inferiores e da cabega, recebiam, via intranasal, a dose de
testosterona (grupo experimental) e placebo (grupo controle) (Tabela 1). O gel com
testosterona e placebo foram administradas por meio de uma seringa (1ml)
desprovida de agulha, e cada animal recebia um dose Unica de 0,24 ml/kg da droga
que se encontrava distribuida em volume de 0,20 ml do gel viscoso — administrado
nas duas narinas, sendo 0,10 ml por narina. Uma das caracteristicas deste estudo é
0 sujeito como seu préprio controle, uma vez que, apos a fase de administracédo da
droga (testosterona), os grupos foram invertidos, isto €, as fémeas que compuseram
0 grupo controle passaram a formar o grupo experimental e vice e versa. Sendo
assim, todas as fémeas passaram pelas mesmas condi¢cdes experimentais, em uma
fase como participantes do grupo controle (gel sem testosterona) e, em outra, do

grupo tratado (gel com testosterona).

5.4.3. Administragéo algestona acetofenida e enantato estradiol

O contraceptivo hormonal administrado nas fémeas de macaco-prego foi o
Perlutan® (Fabricante Boehringer Ingelheim), que é um contraceptivo hormonal
combinado (algestona acetofenida e enantato de estradiol). Cada ampola (1ml)
contém 150 mg de algestona acetofenida (diidroxiprogesterona) e 10 mg de enantato
de estradiol na sua composi¢cdo. Todavia, para administracdo desse contraceptivo

hormonal foram feitos calculos alométricos baseados no peso e massa corporal de
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cada fémea. Estes calculos foram baseados no estudo de Pachaly e Brito (2000),
que possibilita a adaptacdo dessa composicdo em dose Unica de 0,10 ml.

O tratamento com algestona acetofenida e enantato estradiol serd ao longo
do estudo tratado ou denominado como CHC, ou seja, contraceptivo hormonal
combinado, o qual foi administrado a cada 21 dias, por via intramuscular, por meio de
injecdes com auxilio de uma seringa (1ml) com agulha de 30x7. No total, cada fémea
recebeu 9 administracdes de CHC, todas as administrac6es foram feitas na Ultima
coleta de sangue de cada ciclo menstrual, quando as fémeas encontravam-se
anestesiadas. Isso com intuito de reduzir o desconforto e minimizar os efeitos da sua
administracdo. Vale mencionar que as aplicacées do CHC foram realizadas sempre
pelo veterinario do CP-UnB.

5.4.4. Observacdes comportamentais

Observagbes comportamentais foram realizadas ao longo de todas as seis
fases do estudo (Figura 3). Cada fémea foi monitorada diariamente, de segunda a
sexta-feira, durante 20 minutos ao dia, sendo uma observacdo no periodo matutino
(9h as 12 h) e outra no periodo vespertino (14h as 17 h). Desta forma, as sessdes de
amostragem comportamental tiveram a duragdo de 10 minutos pela manhd e 10
minutos pela tarde. Isso para cada uma das 12 fémeas de macaco-prego estudadas.

Para andlise do comportamento foi empregado o método ou técnica de
amostragem animal-focal (Altman, 1979), com dois tipos de registros continuo
(duracéo) e instantaneo (frequéncia) (Martin e Bateson, 1993). Sendo assim, 0s
registros continuos permitiram a observacdo da duracdo dos comportamentos nao
sexuais (catacdo, estereotipia e agonismo) (Tabela 2). J& o registro instantaneo
permitiu o monitoramento das frequéncias dos comportamentos sexuais (levantar as
sobrancelhas, olhar mutuo, inclinar a cabeca, sorrir, massagear as mamas, genitalia
e axila, e tentativa de copula, copula, brago tenso e tocar e correr) (Tabela 3), que
foram anotadas em intervalo fixo de 15 segundos durante cada sessdo de 10
minutos de observacdo. Cabe ainda ressaltar que cada fémea foi monitorada
durante 37 horas ao longo de todo o estudo. Desta forma, o estudo teve uma
duracéo total de 444 horas de observagoes.

As expressOes comportamentais observadas e apresentadas pelas fémeas
(Tabela 2 e Tabela 3) foram descritas conforme os estudos de Carosi et al. (1999);
Carosi e Visalberghi (2002); Carosi et al. (2005); Fragaszy et al. (2004) e Carnegie et
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al. (2005). Ressalta-se que a andlise do comportamento foi feita por dois
experimentadores por periodo, que foram responsaveis pela conducdo das
observacdes. Primeiramente, foi feito um teste de confiabilidade entre observadores
para a obtencdo de, no minimo, 90% de confiabilidade. Inicialmente, foi obtida uma
linha de base do comportamento dos animais, com o intuito de se verificar a
confiabilidade dos dados, que foi calculada segundo metodologia especifica
documentada na literatura (Martin e Bateson 1993). O registro do comportamento
dos animais foi realizado utilizando-se o programa computacional Etholog (2.25)

disponibilizado gratuitamente pela Universidade de Sao Paulo- USP.

Tabela 2- Descri¢cdes das categorias dos comportamentos ndo sexuais observados nas fémeas de
macacos-prego do Centro de Primatologia-UnB.

Comportamentos Descrigao

Catacao Manipular ou catar os pélos dos outros retirando parasitas
Estereotipia Comportamentos repetidos sem sentido ébvio de ocorrer
Agonistico Ameaca entre os individuos com mostra de dentes, corpo

direcionado para frente, podendo envolver luta franca.

Tabela 3- Descricbes das categorias dos comportamentos sexuais observados nas fémeas de
macacos-prego do Centro de Primatologia-UnB.

Comportamentos Descri¢édo

Levantar das Sobrancelhas Movimentar as Sobrancelhas para cima e para baixo.

Olhar mutuo Fémea encara os olhos do macho, ou ambos se olham mutuamente.
Inclinar a cabeca Cabeca é lateralmente inclinada em relagéo ao plano vertical.

Sorrir Movimentar os labios em forma de sorriso para 0 companheiro.
Massagear Mamas Um dos bragos é erguido até que mama fique aparente, e com a

outra méo, a mama contraria € massageada.

Massagear Genitalia A regido da genitélia € masturbada com o auxilio de uma ou das duas
maos
Massagear Axilas Uma ou as duas méaos séo cruzadas sobre o térax do animal e séo

colocadas nas axilas, que sdo massageadas ou friccionadas.

Tentativa de cépula Comportamento de acasalamento ou monta dirigido do macho para
fémea.

Copula Comportamento de acasalamento ou monta dirigido do macho para
fémea.

Tocar e correr Comportamento da fémea de tocar qualquer parte do macho e correr

em seguida.
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5.4.5. Delineamento experimental

Na Figura 9, esta descrito o procedimento experimental que teve duracéo de
210 dias consecutivos e que foi delineado em 6 fases sequenciais, descritas a

sequir:

12 FASE- LINHA DE BASE: (1° dia ao 21°) — essa fase teve a duracdo de um ciclo
menstrual com auséncia de qualquer tipo de tratamento. Foram realizadas 3 coletas
de sangue para todas as fémeas nos dias 0, 10° e 20° dias com intervalo de £10
dias entre cada coleta.

22 FASE- ADMINISTRACAO DO CONTRACEPTIVO: (21° dia 41°) — teve a duragéo
de um ciclo menstrual, isto €, 21 dias, com administracdo de uma Unica dose de
CHC, que aconteceu no 21°. Nessa fase, as fémeas também foram submetidas a
duas coletas 02 coletas de sangue.

32 FASE- TRATAMENTO 01: (42° dia ao 105° dia) — teve a duragédo de 3 ciclos
menstruais consecutivos, quando foram feitas as administracdes do CHC associadas
ao gel de testosterona (grupo experimental) e placebo (grupo controle). Nessa fase,
foram realizadas 6 coletas sanguineas, sendo duas para cada ciclo menstrual com

intervalo fixo de 10 dias.

42 FASE- Intervalo 01: (106° dia ao 127° dia) — teve a duragdo de um ciclo
menstrual, 21 dias, quando ocorreu a suspensdao das administracdes do gel de
testosterona e do placebo; entretanto, foi mantida a administracdo do contraceptivo

hormonal e realizadas as duas coletas de sangue com intervalo fixo de 10 dias.

52 FASE- Tratamento 02: (128° dia ao 191° dia) — A fase é caracterizada pela
inversdo dos grupos, ou seja, 0 grupo experimental do primeiro tratamento passou a
ser o controle e vice-versa. Teve a duracdo de 3 ciclos menstruais consecutivos,
com administracdes associadas de contraceptivo hormonal e do gel de testosterona
no grupo experimental e do CHC associado a placebo no grupo controle. Nessa
fase, também foram realizadas 6 coletas sanguineas, sendo 2 por ciclo menstrual

com intervalo fixo de 10 dias.
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62 FASE- Intervalo 02: (192° dia ao 213° dia) — essa fase também teve a duragao
de um ciclo menstrual, quando ocorreu a suspensdo da administracdo do gel de

testosterona e do placebo; porém foram mantidas as duas coletas sanguineas.

DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Fase 1 Fase 2 Fase 3 Fase 4 Fase 5 Fase 6
L. Base Contraceptivo Tratamento 01 Intervalo 01  Tratamento 02 Intervalo 02
——— — — —
Testosterona (0,24 uml) Placebo
Placebo Testosterona (0,24 uml)
1ciclo 1 ciclo 3 ciclos 1 ciclo 3 ciclos 1 ciclo
(21 dias) (21 dias) (63 dias) (21 dias) (63 dias) (21 dias)

Administracao de contraceptivo (0,10 ml)

Monitoramento do Comportamento e Coletas de sangue*

*Coletas de sangue foram realizadas no intervalo de 10 em 10 dias

Tratamento 01 no grupo 01 e placebo no grupo 02
Tratamento 02 no grupo 02 e placebo no grupo 01

Na Figura 9- Delineamento experimental com as fases, os tratamentos e a quantidade de dias do
experimento em 12 fémeas de macaco-prego.

5.5. Analises de dados

5.5.1. Andlises de dados do efeito do CHC nas fémeas do grupo 02 de macaco-

prego

Para averiguacdo dos efeitos do tratamento de CHC sobre os parametros
fisiolégicos e comportamentais das fémeas de macaco-prego, foram calculadas as
meédias e o0s desvios padrdoes (xtEPM) dos dados fisioldgicos e comportamentais
monitorados nas fémeas do grupo 02 (n=6). Vale lembrar que as fémeas que
compuseram o grupo 02 receberam 05 administracdes consecutivas de CHC, sendo
01 administragcdo na fase 2 ou CHC (21 dias); 03 administracdes na fase 3 ou
tratamento 01 (63 dias) e 01 administracéo na fase 4 ou intervalo 01 (21 dias) (Figura
10).
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Tanto os dados fisiolégicos quanto os comportamentais foram analisados
estatisticamente via de Andlise de Variancia Multivariada (MANOVA). Quando
resultados significativos foram obtidos, as analises foram seguidas pelo teste Post
Hoc Tukey. Os dados foram analisados estatisticamente por meio do software IBM®
Statistical Package for Social Scientes (SPSS) versdo 20 pela aplicacdo dos
procedimentos. As médias foram consideradas significativamente diferentes quando
obtivemos valores de p<0,05.

Para um melhor entendimento dos efeitos do contraceptivo hormonal nas
fémeas de macaco-prego, os dados fisiolégicos e comportamentais foram plotados
em duas fases distintas, ou seja, fase 1 — denominada de Linha de Base (21 dias) —
e fase 2 — do Contraceptivo Hormonal Combinado (105 dias). A fase de CHC esta
representada pelos resultados das 05 administracfes consecutivas do CHC. Desta
forma, é possivel visualizar a apresentacao temporal do tratamento de CHC ao longo
dos 05 ciclos menstruais consecutivos menstruais — Figura 10. A anélise dos dados
foi realizada pelas comparacdes entre as médias das fases LB com as 05
administracdes de CHC. No entanto, ndo foram feitas comparacdes das médias entre
as administracées do CHC, pois o objetivo foi avaliar os parametros fisiolégicos e
comportamentais em duas fases distintas, ou seja, na fase LB (sem efeito de CHC) e
CHC (com efeito do CHC).

Os dados dos comportamentos ndo-sexuais foram analisados em média
(xEPM) do tempo em horas apresentados para cada fémea monitorada, e as médias
estdo apresentadas de acordo com porcentagem do tempo gasto para cada
categoria comportamental. Ja o comportamento sexual foi analisado de acordo com a
frequéncia de todas as expressfes apresentadas por cada fémea destes

comportamentos.
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Linha de Base Adm.CHC**
) )
( Sem CHC Yla adm. 22 adm. 3%adm. 42 adm. 52 adm.\
\’ \’ \’ \’
Dias O 21 42 63 84 105 126
N _
Il

Coleta de sangue *

CHC=Contraceptivo Hormonal Combinado
Adm.=Administracdo

*A cada +£10 dias

**0,10 ml de CHC adm. a cada 21 dias

Figura 10- Delineamento experimental do tratamento prolongado de CHC no grupo 02 das fémeas de
macacos-prego (n=6).

5.5.2. Andlises de dados do tratamento de testosterona associado ao CHC

Para averiguacdo dos efeitos do tratamento de testosterona associado ao
CHC foram calculadas as médias (tEPM) para os grupos 01 (n=6) e 02 (n=6) na fase
1 (linha de base); fase 2 (CHC); fase 3 (Tratamento 01): T+CHC no grupo 01; e
placebo grupo 02; fase 4 (Intervalo 01): apenas CHC em ambos os grupos; fase 5
(Tratamento 02): T+CHC no grupo 02 e placebo no grupo 01; e por ultimo, fase 6
(Intervalo 02) (apenas CHC em ambos os grupos). Ressalta-se que, na andlise dos
efeitos prolongados, foram tratados os dados referentes a fase 4 para o grupo 01 e
os dados da fase 6 para o grupo 02.

Na andlise do comportamento ndo-sexual foram calculadas as médias em
horas de cada categoria comportamental observada ao longo de todas as fases
experimentais estudadas, porém a apresentacdo dos dados foi feita pela
porcentagem do tempo gastos em horas para cada um dos comportamentos
observados nas fémeas. As expressdes do comportamento sexual foram plotadas e
analisadas em uma Unica categoria denominada de comportamento sexual.

Ademais, via célculo do coeficiente de correlagdo de Pearson, foram analisadas
as possiveis correlagbes dos dados hormonais (E2, E1, testosterona, DHT e cortisol)
aos aspectos comportamentais ao longo das fases experimentais. Para analise
destas correlagcbes, os dados comportamentais foram plotados em duas categorias

comportamentos nao sexuais e sexuais.
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Tanto os dados fisiologicos como os comportamentais foram analisados
estatisticamente via MANOVA. Quando resultados significativos foram obtidos, as
analises foram seguidas pelo teste Post Hoc de Tukey. Os dados foram analisados
estatisticamente por meio do software IBM® SPSS versédo 20 pela aplicagcdo dos
procedimentos. E as médias foram consideradas significativamente diferentes

quando obtivemos valor de p<0,05.

5.5.3. Andlises de dados do tratamento testosterona associado ao CHC nas

fémeas jovens e adultas

Nesta se¢do, para a andlise estatistica os dados foram analisados e descritos
em dois grupos distintos, que foram segregados levando-se em consideragao o fator
idade das fémeas estudadas. Sendo assim, as fémeas foram divididas em um grupo
de fémeas jovens e outro de fémeas adultas (Tabela 01). Para fins da analise
estatistica foram calculadas as médias (xEPM) dos dados fisiolégicos e
comportamentais em 4 fases distintas denominadas de LB (Linha de Base); CHC
(tratamento com CHC); TT (tratamento de T+CHC) e WO (Wash-out — intervalo apés
o tratamento de testosterona).

Os dados fisiolégicos e comportamentais foram analisados estatisticamente
via Andlise de Variancia Multivariada (MANOVA). Quando resultados significativos
foram obtidos, as andlises foram seguidas pelo teste Post Hoc de Tukey. O mesmo
pacote estatistico anteriormente mencionado para a andlise dos demais dados foi
utilizado (SPSS, versdo 20) e da mesma forma, as médias foram consideradas
significativamente diferentes quando foram obtidos valores de p<0,05.

Para melhor visualizacdo dos dados, serdo mencionados separadamente a
0s resultados e a discusséo para cada objetivo especifico mencionado anteriormente.
Em respeito a ordem cronoldgica do delineamento experimental, primeiramente,
serdo apresentados o tratamento isolado do CHC nos parametros fisioldégicos e
comportamentais; em seguida, os resultados do tratamento associado entre T+CHC;

e, por ultimo, os resultados analisados baseados na idade das fémeas de macacos-

prego.



63

6. EFEITOS DO TRATAMENTO DE CHC SOBRE OS PARAMETROS
FISIOLOGICOS E COMPORTAMENTAIS DAS FEMEAS DE MACACO-PREGO

Nesta sessdo serdo apresentados os resultados e a discussao referentes ao
objetivo especifico de analisar os efeitos do tratamento de CHC sobre os parametros

fisiologicos e comportamentais das fémeas de macaco-prego.

6.1. Resultados dos efeitos do CHC sobre os parametros fisioldgicos e

comportamentais das fémeas de macaco-prego
6.1.1. Parametros fisiologicos

O tratamento com CHC promoveu alteragdes nos parametros fisiolégicos das
fémeas de macacos-prego (F16=5.09; p<0.001). E possivel observar redugdes de
E1l nas fases de administragbes de CHC (Fie1= 6.95; p=0.002) (Figura 11-A);
aumento de testosterona a partir da 22 administracdo de CHC (F1,6:=3.95; p=0.03)
(Figura 11-B); e reducdo do cortisol na 12 administracdo de CHC, com seguidos
aumentos nas demais administracdes (F16:=9.77; p<0.001) (Figura 11-C). Todavia,
as concentracbes de E2 e DHT nado sofreram alteracbes entre as fases
experimentais (p>0.05) (Tabela 4).

A) 200 B) 60 C)300
a b

150 l _ — _ b b i
E 3 b 5 20 T 1T b
3 < T 2 1
a e 2
© 100 o = a
5 b b E’ b b 5
7 b 2 o
w b b 3 20 a 100 b

50 ED | D |

BL 1 2 3 4 5 BL 1 2 3 4 5 BL 1 2 3 4 5

Fases Fases Fases
Figura 11- Média (+EPM) A) estrona (pg/ml); B) testosterona (ng/dl) e C) cortisol (ug/dl) nas fases de

Linha de Base (BL) e fase 1, 2, 3, 4 e 5 (administracbes CHC) em fémeas de macacos-prego

(Sapajus libidinosus) (n=6). As letras a, b: indicam que p<0,05 entre a fase BL vs as administracdes
de CHC p<0,05.
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Podem ser verificadas alteracdes nos fatores de coagulacdo sanguinea, pois
houve uma reducao dos tempos de TP durante o tratamento com CHC (F16:=91.77,
p<0.001); ja os tempos de TTPa apresentram redu¢cdes nas administracbes 1 e 2,
seguido de aumentos nas administracdes seguintes (F16:=42.94; p<0.001). Também
foi verificado aumento no nimero de plaquetas nas 12, 22, 32 e 42 administracfes
(F161=450.92; p<0.05) (Figura 12). No entanto, os demais parametros fisiol6gicos
nao apresentaram diferengcas com as administracdes de CHC (Tabela 4).

Tabela 4- Média (+EPM) e nivel de significancia das variaveis fisioloégicas E2 (estradiol); DHT (di-
hidrotestosterona); Fibri. (fibrinogénio); HG (hemoglobina), Lip. (lipidios totais), Glo. (globolina) e
Gona. (gonadotrofina coridnica) analisadas na fase de Linha de Base (BL) e administrag6es de CHC
(128, 23, 32,42 e 58) em fémeas de macacos-prego (Sapajus libidinosus) (n=6).

Administracdo de CHC

Variaveis LB a a a a
1% adm. 22 adm. 3% adm. 4% adm. 5% adm.
E2 (mg/dl) 144+50 184+34 236134 201437 270+34 216+32
DHT (pg/ml) 168+7 169+5 193+16 209+10 169+10 159+7
Fibri. (mg/dl) 219+17 228+14 193+16 225+61 200+14 203+13
HG (mg/dI) 13+1 13+0,5 12+0,2 12+0,4 13+0,2 14+0,1
Lip. (mg/dl) 473x27 441420 459+18 532+39 487146 43016
SHBG (Nmol/l) 2 2 2 2 2 2
Gona (Ul/ml) 1 1 1 1 1 1
A) 400 B) 30
b
b T b
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Figura 12- Média (+EPM) A) numero de plaquetas (5 mil/nm3) e B) tempos (segundos) de
protrombina e tromboplastina nas fases de Linha de Base (BL) e administragdes de CHC (12, 22, 32,
42 e 58) em fémeas de macacos-prego (Sapajus libidinosus) (n=6). As letras a, b: indicam que p<0,05
entre a fase vs as administracées de CHC.
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6.1.2. Efeitos do CHC sobre os comportamentos ndo-sexuais nas fémeas de
macaco-prego

Na Tabela 5, estdo ilustrados os resultados das expressdes do
comportamento nao-sexual das fémeas de macaco-prego nas duas fases
experimental (LB e CH). Pode ser observado que nd&o houve mudancas no
comportamento ndo-sexual de catacao (F167=1,08 p=0,30); estereotipias (F167=2,85
p=0,09); agonistico (F167=0,27 p=0,60) durante as administrac6es de CHC.

Tabela 5- Média (tEPM) da duracdo em horas dos comportamentos ndo sexuais (catagéo,
estereotipia e agnonistico) nas fases Linha de Base (LB) e nas administracbes CHC (12, 2%, 32, 42 ¢
5%) (n=6) registrados nas fémeas de macacos-prego (Sapajus libidinosus) (n=6).

Administragdes (CHC)

N&o-Sexual LB B > = o =
Catacédo 26+15 2007 23+09 90+39 19+12 4109
Estereotipia 18+09 11+06 15+08 4+15 13+06 43+18
Agonistico 14+10 18+14 2713 3018 68128 42+18

6.1.3. Efeitos do CHC sobre os comportamentos sexuais nas fémeas de
macaco-prego

Conforme apresentado na Figura 13, nao foi observada mudanca na
frequéncia do comportamento sexual das fémeas de macaco-prego durante as fases
de linha de base e as administragdes de CHC (F 5 4=0,67; p=0,64).

15

m |

Comportamentos Sexuais (F)

Fases

Figura 13- Média (+tEPM) da frequéncia dos comportamentos sexuais nas fases Linha de Base (BL) e
administrac6es de CHC (12, 22, 32,42 e 52) em fémeas de macacos-prego (Sapajus libidinosus) (n=6).
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6.2. Discussao

Efeitos do CHC sobre os parametros fisiolégicos e comportamentais das

fémeas de macaco-prego

Os parametros fisiologicos das fémeas de macacos-prego sofreram
mudancas durante a fase de administracdo de CHC, pois os resultados apontaram
reducdes nas concentracoes de E1 e aumento nas de testosterona e cortisol. Na
literatura, é relatado que as usuarias de CHC apresentam mudancas na flutuacéo
dos esteroides sexuais femininos (Chandra et al.,, 2002; Margolis et al., 2007),
reducdo na concentracao de testosterona (Zimmerman et al., 2014; Wallwiener et al.,
2010; Roberts et al., 2013) e aumento da concentracdo de cortisol (Denson et al.,
2012). Sobre as concentracdes de E1 e testosterona, possivelmente, tais efeitos
acontecem em decorréncia do feedback negativo na atividade do eixo hipotalamo-
hipdéfise-gonadal (Chandra et al., 2002; Margolis et al., 2007).

De acordo com o que o fabricante do contraceptivo o Perlutan® usado neste
estudo indica na bula, especificamente, na secao sobre farmacodinamica a dose do
gestageno (DHPA 150 mg) tem como mecanismo o efeito anovulatorio por
supressdo da secrecdo de gonadotrofinas hipofisdrias, a qual compromete a
secrecdo enddgena dos esteroides sexuais femininos, tornando as concentracdes
destes horménios constantes, o que consequentemente, afeta a atividade do eixo
hipotalamo-hipéfise-gonadal. Dessa forma, as administracdes de Perlutan®, nas
fémeas testadas, também promoveram efeitos anovulatérios. Nossos resultados
demonstraram que os niveis de E1 sofreram reducéo entre a fase de linha de base
(133 pg/ml) e nas administragcdes do CHC (de 43 a 88 pg/ml). Ja& as concentracdes
de E2 mantiveram-se altas e praticamente constantes ao longo das administracées
do CHC (184 a 270 mg/dl). Em mulheres, a funcdo primordial dos contraceptivos
hormonais é manter as taxas endogenas dos estrogenos e progestagenos
constantes, o que impede a ovulagéo (Mishell et al., 1977; Vandever et al., 2008;
Kallio et al., 2013)

Sabe-se que, assim como nas mulheres, as fases do ciclo menstrual das
fémeas de macacos-prego também sofrem alteracdes das concentracées de E2
(Nagle et al., 1979; Fragaszy et al., 2004; Domingues et al., 2005), ja que no inicio
da fase folicular, ou seja, nos primeiros dias do ciclo menstrual (0 ao 4° dia) ha uma

by

pequena elevagdo da concentracdo de E2 (70-100 pg/ml), e, a medida que se
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aproxima do meio do ciclo menstrual (7° ao 9° dia), estes valores apresentam uma
significativa elevacdo (503- 530 pg/ml). J& nos ultimos dias (14% ao 21%), sdo
registrados as menores concentracoes de E2 (58 pg/ml) (Nagle et al., 1979). Diante
dessas informacdes, podemos concluir que as concentracdes de E2 estiveram
elevadas e constantes ao longo de todas as fases estudadas, ndo representado
assim as flutuacbes do padréao caracteristico do ciclo menstrual do género Sapajus.
Neste sentido, a nossa hipétese que o tratamento de CHC promove mudancas
fisioloégicas foi alcancada, visto que as administragcbes do CHC, pelo menos,
promoveram mudancas na fisiologia hormonal destas fémeas de macacos-prego.

Cabe mencionar que as mudancas na fisiologia hormonal feminina sao
necessarias para o impedimento do crescimento e do amadurecimento folicular, o
gue compromete a ovulacéo, que € o intuito das usuarias submetidas a acédo destes
farmacos (Vandever et al., 2008). Ressalta-se ainda que o uso dos contraceptivos
hormonais provoca também um desarranjo na fisiologia dos esteroides sexuais
masculinos, por exemplo, reducdo acentuada de testosterona (Wallwiener et al.,
2010; Edwards et al., 2009; Sanders et al., 2001; Zimmerman et al., 2014).

E conhecido que a testosterona tem papel importante na manutencdo da
fertilidade feminina, pois estimula o recrutamento dos foliculos durante os seus
estagios iniciais (Miller e Maner, 2010; Kim et al., 2011). Estudos experimentais que
utilizaram macacos rhesus sugeriram que os androgénios ampliam o efeito do FSH
na foliculogénese, e tem demostrado que a administracdo de testosterona nesses
animais aumenta o numero de receptores do FSH nas membranas das células da
granulosa, o que por sua vez, estimula o crescimento folicular inicial (Casare et al.,
2013). Além do mais, durante o ciclo menstrual, houve elevacdo de testosterona,
gue acontece na fase pré-ovulatéria, ou seja, no periodo que antecede a ovulacéo
(Wallwiener et al., 2010). Sendo assim, pode-se considerar que a reducdo de
testosterona é um efeito anovulatério do CHC (Zimmerman et al., 2014).

Diferentemente das mulheres, nas fémeas de macacos-prego, ndao foram
verificadas redugbes das concentragcbes de testosterona total nas fases de
administracdes do CHC. Porém, na primeira administracdo do contraceptivo, houve
declinio numérico da concentracdo de testosterona; todavia, nas demais
administragbes de CHC, foram verificados aumentos significativos (Figura 11 e
Tabela 4). Acreditamos que este resultado seja em decorréncia da administracao

intranasal de testosterona no grupo experimental, ou seja, naquelas fémeas que,
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nesta fase do experimento, receberam T+CHC. Desta forma, € possivel que o
delineamento experimental realizado neste estudo tenha influenciado no resultado
das concentragbes de testosterona; pois, mesmo quando as fémeas de macacos-
prego foram tratadas apenas com CHC, sem tratamento de testosterona, houve
elevacdo deste androgénio. Nesse sentido, a proximidade de manutencdo das
fémeas testadas que ocupavam os mesmos recintos ou fisicamente proximos entre
si, pode ter favorecido a utilizacdo de pistas quimicas entre os animais. Sendo
assim, possivelmente, o declinio de testosterona teria permanecido também nas
demais administracdes do CHC.

O déclino na concentracdo de testosterona influencia as taxas de outros
esteroides sexuais, por exemplo, DHT e E2, e consequentemente, as funcoes
sexuais femininas sao diretamente afetadas (Wallwiener et al., 2010). A reducéo da
testosterona, em usuarias de contraceptivo hormonal, ocorre devido a presenca dos
esteroides sexuais femininos (estrdgeno e progesterona) na composicdo dos
contraceptivos hormonais combinados. A presenca desses esteroides desencadeia o
feedback negativo hipotalamico, em consequéncia afeta a hipofise, impedindo
asssim a secre¢do dos horménios FSH e LH (Edwards et al., 2009). Além disso, um
outro efeito destes esteroides sintéticos € o aumento na sintese hepatica da SHBG
(Zimmerman et al., 2014; Wallwiener et al., 2010; Roberts et al., 2013). Sabe-se que
guanto maior a producdo de SHBG, menor a concentracdo circulante de
testosterona (Ekholm et al., 2014), pois esta possui forte ligacao pela testosterona, o
gue diminui a biodisponibilidade e atividade deste androgénio (Wiegratz et al., 2013;
Ronde et al., 2005).

Normalmente, 95% testosterona produzida pelo organismo feminino esta sob
forma a inativa ou ligada as proteinas SHBG e a albumina. Em torno de 70% da
testosterona total encontra-se ligada a SHBG e 25% dela esta ligada a albumina.
Apenas 0,5% da testosterona encontram-se em forma totalmente livre ou ativa, o
gue significa que apenas 0.5% possui suas funcdes bioativas normais (Speroff et al.,
2005). Desta forma, as ligagcbes de testosterona as proteinas tornam as
concentracdes plasmaticas de testosterona baixas no organismo (Zimmerman et al.,
2014; Ekholm et al., 2014, Ronde et al., 2005; White et al., 2006; Westhoff e Kelsey,
2013). No entanto, em termos dos resultados obtidos nas fémeas de macacos desse
estudo, os valores de HG nao sofreram alteracbes significativas, e os de SHBG

permaneceram 0S mesmos em todas as fases experimentais.
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Baixas concentracbes de testosterona, no organismo feminino, trazem
consequéncias significativas. Entre elas, ocorrem o aumento do risco de anemias
(Ferrucci et al.,, 2006), a sensacdo diminuida de bem-estar, o humor disférico
(tristeza, depressao, ansiedade e irritabilidade), fadiga, diminuicdo da libido, ondas
de calor, perda éssea, diminuicdo da forca muscular, alteragcdes na cognicdo e
memoria, e insbnia (Zimmerman et al., 2014; Lobo, 2001; Dennerstein et al., 2013;
Glaser et al., 2001). Diante de tais efeitos, faz-se necessario levantar a hipétese de
gue muitos dos efeitos adversos que séo relatados pelas usuarias de contraceptivo
hormonal podem estar associados diretamente ao declinio de testosterona, inclusive,
o tdo importante declinio da libido (Baumeister, 2004; Van Anders e Gray et al.,
2010; Fooladi et al., 2014).

Em macacos, ndo € possivel monitorar comportamentos relacionados a
humor, tristeza, ansiedade e aumento da satisfacdo ou do desejo sexual, no entanto,
foram analisadas as expressdes dos comportamentos sexuais e nao sexuais das
fémeas de macacos-prego no intuito de avaliarmos possiveis mudanc¢as no padréao
comportamental. Nossa hipotese foi que as administracbes de CHC provocariam
mudancas sobre os parametros comportamentais destas fémeas. No entanto, isso
nao foi observado nos resultados, muito embora a duracdo do comportamento
agonistico e a frequéncia do comportamento sexual tenham apresentado,
numericamente, aumentos nas fases de administracdes do CHC, estatisticamente
ndo foram diferentes. Diferentemente dos nossos resultados, fémeas de macaco
rhesus (Macaca sylvanus), quando tratadas com CHC, apresentaram maior
expressdo dos comportamentos de auto-limpeza e agonisticos, que sao
comportamentos relacionados ao aumento da ansiedade e do estresse, 0s quais
foram correlacionados as mudancas fisiolégicas causadas pelo tratamento de CHC
(Maijer e Semple; 2015). Mulheres usuarias de contraceptivo hormonal também
apresentam alteracbes comportamentais, que sdo, muitas vezes, decorrentes das
mudancas hormonais (Roberts et al., 2013).

Estudos tém demonstrado que até mesmo a escolha de parceiros sexuais,
ou seja, a selecdo sexual, pode ser alterada pelo uso dos métodos hormonais (Little
et al., 2013). Normalmente, mulheres submetidas a testes de escolha por fendtipos
masculinos apresentam preferéncias por caracteristicas mais masculinas como, por
exemplo, faces assimétricas (DeBruine et al., 2010; Little et al., 2012), voz mais
grave (Pisanski et al., 2014) e sobrancelhas mais grossas e com protrusao (Little et
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al., 2013). Tais caracteristicas sdo, comumente, correlacionadas as maiores
concentracbes de testosterona, ou seja, homens com tais caracteristicas
apresentam concentracfes maiores deste androgeno. De acordo com Pisanski et al.
(2014); DeBruine et al. (2010); Little et al. (2012), ha ainda correlacdo destes
resultados com a fase do ciclo menstrual, pois, na fase folicular, quando as
concentracbes de E2 estdo elevadas, as participantes apresentaram maior
preferéncia pelas faces e vozes com caracteristicas mais masculinas. Entretanto,
tais resultados ndo sdo observados em usuarias de métodos contraceptivos
hormonais, na medida em que elas ndo apresentaram preferéncias ou escolha por
tais caracteristicas (Little et al., 2013). Desta forma, € possivel que as escolhas das
usuarias de contraceptivo hormonal por parceiros sejam influenciadas por alteracées
nas concentracées hormonais como, por exemplo, o declinio da testosterona
(Zimmerman et al., 2014).

Em usuarias de CHC, sdo observadas mudancas nos padrbes
comportamentais relacionados ao comportamento sexual, por exemplo, ha relatos do
baixo interesse, desejo e satisfacdo sexual das mulheres (Roberts et al., 2013). H&
também mudancas comportamentais relacionadas ao bem-estar, como aumento da
ansiedade, estresse e alteracbes no humor (Wallwiener et al., 2010). Alteracdes de
humor, ansiedade e estresse sdo também decorrentes do aumento de cortisol nas
usuérias de CHC (Denson et al., 2012; Boisseau et al., 2013). Apesar disso, em
mulheres, as alteracdes na concentracado de cortisol também podem ser justificadas
por aspectos relativos a sua vida social (Berger et al., 2016) e pelo ciclo circadiano
(Juster et al., 2016). E importante destacar que métodos contraceptivos hormonais
podem promover também mudancas no eixo hipotalamo-hipofise-adrenal, que
estimula a producédo de cortisol, sendo este o motivo para as altas concentracfes de
cortisol verificadas em usuarias de contraceptivo (Boisseau et al., 2013). Nas fémeas
de macaco-prego também foram encontrados aumentos das concetracdes de
cortisol nas fases de administracdo do CHC (Figura 11-C).

Em suma, é possivel observar que o uso de CHC estd diretamente
correlacionado a varios efeitos colaterais, que promovem mudancas no perfil
hormonal e comportamental das usuarias. Estudos tém mostrado que os CHC sé&o
também relacionados a outras graves mudancas fisioldgicas, tais como: aumento na
concentracéo de lipidios e HG (Mawet et al., 2015), e alteragbes nos fatores ligados
a coagulacdo sanguinea (Ashraf et al., 2012; Dragoman, 2014). Neste contexto, &
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importante destacar que, nas fémeas de macaco-prego, foram verificadas alteracbes
nos fatores de coagulagédo sanguinea, todavia, ndo foram observadas mudancas nos
parametros de HG e lipidios.

Nas mulheres, € comum que o estroOgeno sintético, presente na composicao
dos contraceptivos hormonais, promova o0 aumento de HG e mudancas moleculares
gue comprometem o metabolismo dos lipidios (Mawet et al., 2015). Especula-se que
administracdo exdgena de estrégeno pode suprimir a oxidacdo lipidica, devido a
ligacdo na via hepatica aos receptores do tipo alfa “a” (Herrington, 2003). A ligacao
do estrogeno sintético aos receptores a desencadeia reagdes, que contribuem na
modificacdo do metabolismo das lipoproteinas e, consequentemente, causa um
aumento de colesterol total e triglicerideos (Mawet et al., 2015). Segundo Asare et al.
(2014), o uso de CH, independentemente da via de utilizacdo, esta associado ao
aumento de graves alteracbes fisioldégicas, como, por exemplo, o aumento da
pressao arterial, do peso, do colesterol total, das lipoproteinas (HDL e LDL) e do
risco para as doencgas cardiovasculares.

Cabe ainda mencionar que, mesmo em pequenas doses, o estrdgeno,
presente nos CHC, também pode provocar mudancas nos fatores de coagulacao
com a predisposicdo da formacéo de trombo venoso (Ashraf et al., 2012; Dragoman,
2014). Neste sentido, foram avaliados os fatores de coagulacdo sanguinea das
fémeas de macaco-prego, e 0s resultados revelaram um aumento no namero de
plaguetas, mas ao mesmo tempo reducao nos tempos de TP e TTPa. Isso configura
que houve mudancas nos parametros hemoliticos, possivelmente, decorrente do
tratamento de CHC nas fémeas de macacos-prego.

Disturbios vasculares estdo normalmente associados as alteracbes nos
fatores de coagulacdo sanguinea, e sdo diagnosticados pelo aumento do numero de
plaguetas e as mudancas nos TP e TTPa (Ashraf et al., 2012). A excessiva ativacao
de fatores de coagulacéo favorece a formacdo do coagulo de fibrina ou o aumento
de fibrinogénio no sitio endotelial (Monroe e Hoffman 2014) o que pode ocasionar no
desenvolvimento da trombose venosa (Ashraf et al., 2012; Dragoman, 2014). Ja é
sabido que o uso de CH em mulheres estd associado a distarbios nos fatores de
coagulacdo sanguinea (Sandset et al., 2009; Lidegaard et al., 2012; Manzoli et al.,
2012), entretanto, em termos do presente estudo ndo foram registradas alteracdes
nos valores de fibrinogénio nas fémeas de macaco-prego submetida ao tratamento
com CHC.
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Ressalta-se que, nas macacas do presente estudo, o numero de plaquetas
permaneceu acima do padrdo até a quarta administracdo do CHC, porém na quinta
administrac@o os valores sofreram uma reducdo. Este resultado € semelhante ao
obtido em mulheres, nas quais ha risco maior de trombose venosa nos trés primeiros
meses do uso de contraceptivo hormonal (Vlieg et al., 2009, Vlieg and Rosendaal,
2014). Este risco é reduzido apés o 5° més de uso continuo deste medicamento
(Vlieg and Rosendaal, 2014).

E sabido ainda que os estrdgenos exdgenos, presentes na composicao dos
CHC, interagem com receptores especificos das células endoteliais responsaveis
por diversas ac¢les reguladoras nos componentes da parede vascular (Cid et al.,
2002; Khader et al., 2003; Plu-Bureau et al., 2013; Ziller et al., 2014). Desta forma,
ha acdes sobre fatores da coagulagcdo como, por exemplos, aumento da trombina e
da fibrina, reducdo de inibidores da coagulacdo (como antitrombina, proteina C e
inibidor do fator tecidual) e reducéo do inibidor dos ativadores do plasminogénio, que
pode promover um mecanismo complexo levando a ocorréncia de tromboses
(Rosing et al., 1999; Rosendaal et al. 2002; Vlieg e Rosendaal, 2014).

Diante dos sérios riscos que 0s meétodos contraceptivos hormonais trazem
ao organismo feminino, especialmente quando em uso crénico (Lidegaard e Kreiner
2002; Lidegaard et al., 2012), pesquisas cientificas tém buscado, cada vez mais, o
aprimoramento tecnolégico dos métodos hormonais convencionais (Junge et al.,
2011; Bahamondes e Bahamondes, 2014). Nesta perspectiva, ha varios métodos
sendo desenvolvidos no intuito de reduzir efeitos adversos e colaterais, garantindo
eficacia e eficiéncia na contracepcao (Bahamondes e Bahamondes, 2014).

Atualmente, a industria farmacéutica tem introduzido novas formulagcdes
destinadas a aumentar a tolerabilidade e a reduzir os efeitos adversos
(Bahamondes e Bahamondes, 2014) como, por exemplo, compostos naturais de
estrogenos (E2 valerate) com intuito de reduzir o risco das doencas trombdticas
(Visser e Coelingh-Bennink, 2008; Fruzzetti et al., 2012); novas formulas hormonais
com diferentes mecanismos de acdo dos existentes (Africander et al., 2011); e
métodos com um novo sistema de entrega ou ligacdo a receptores especificos, que
poderdo reduzir efeitos gerais causados pelos métodos convencionais (Africander et
al.,, 2011; Sitruk-Ware et al., 2013; Royer et al.,, 2014). Ha ainda métodos
anticoncepcionais sendo desenvolvidos, que incluem a combinacdo de um agente

antirretroviral. Esse procedimento tem dois objetivos: o da contracepcdo e o da
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protecdo contra doencas sexualmente transmissiveis (DSTs) (Sitruk-Ware et al.,
2013). Estes novos métodos anticoncepcionais, sejam hormonais ou n&o, irdo
permitir as usuarias o acesso a uma gama ampliada de métodos de contraceptivos
(Bahamondes e Bahamondes, 2014), porém ainda precisam ser mais estudados.

Neste sentido, as fémeas de macaco-prego podem ser um modelo animal
importante, para estudos sobre o tema na medida em que os resultados aqui obtidos
demonstram que, fisiologicamente, elas apresentam alteracdes semelhantes
aquelas, que também sdo encontradas nas mulheres (Ashraf et al.,, 2012). Na
realidade, estudos anteriores ja tem advagodo a favor do uso de fémeas de macaco-
prego como um modelo de exceléncia para estudos que envolvam parametros
fisiolégicos e neuroenddcrinos relacionados a reproducéo (Ortiz et al., 2004; Tavares
et al., 2007; Carnegie et al., 2011). Um dos principais motivos é a presenca do ciclo
ovariano do tipo menstrual que tem a duracdo média de + 20 dias (Nagle et al.,
1979; Fragaszy et al., 2004) e, assim como nas mulheres, ha também a acédo dos
estrogenos na fase folicular e dos progestagenos na fase latea (Fragaszy et al.,
2004; Carnegie et al., 2005).

Em concluséo, o estudo em questdo, o uso de CHC afetou os parametros de
coagulacao (numero de plaquetas e tempos de TP e TTPa) em fémeas de macaco-
prego. Estes resultados corroboram o que ja foi observado em mulheres, reforcando
assim a necessidade de novos estudos que busquem minimizar efeitos adversos dos
métodos contraceptivos hormonais convencionais. Por esta razdo, a industria
farmacéutica vem buscando implementar métodos inovadores para a contracepgéo.
Assim, enfatiza-se a importancia das fémeas da espécie Sapajus libidinosus como
modelo adequado para tais estudos, uma vez que elas sdo amplamente encontradas
na América do Sul; ndo estdo ameacadas de extin¢do, sdo de facil manutencdo em
cativeiro e sdo as Unicas primatas neotropicais para as quais esta descrito um ciclo

ovariano do tipo menstrual bem similar as mulheres.
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7. EFEITOS DO TRATAMENTO PROLONGADO DE TESTOSTERONA
ASSOCIADA AO CHC SOBRE 0OS PARAMETROS FISIOLOGICOS E
COMPORTAMENTAIS DAS FEMEAS DE MACACO-PREGO

Nesta sessdo, serdo apresentados os resultados e a discussdo do objetivo
especifico de analisar os efeitos do uso prolongado de testosterona associado ao

CHC sobre os parametros fisiologicos e comportamentais das fémeas adultas de
macaco-prego.

7.1. Resultados dos efeitos do uso prolongado de testosterona associado ao

CHC sobre os parametros fisioldgicos das fémeas de macaco-prego

7.1.1. Estradiol e Estrona

Héa diferencas entre os grupos 01 e 02 para o E2 nas fases 1 (p=0,05) e 2
(p=0,008), uma vez que os valores deste esteroide estiveram maiores no grupo 01
(p=0,04); 5 (p=0,03) e 6 (p=0,01) (Figura 14).
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Figura 14- Média (zEPM) A) estradiol (E2) (mg/dl) e B) estrona (E1) (pg/ml) nas fases 1 (Linha de
Base); 2 (CHC); 3 (T+CHC no grupo 01 e placebo no grupo 02); 4 (Intervalo 01); 5 (T+CHC no grupo
02 e placebo no grupo 01); 6 (Intervalo 02) em fémeas de macaco-prego (Sapajus libidinosus) (n=12).
# p<0,05 grupo 01 vs grupo 02 nas fases indicadas

p<0,05 fase 1 vs 2, 3 e 4 no grupo 01

bp<0,05 fase 1 vs 2, 3 e 4 no grupo 02

¢ p<0,05 fase 2 vs todas as demais no grupo 01

d p<0,05 fase 2 vs todas as demais no grupo 02

®p<0,05 fase 5vs 2, 3 e 4 no grupo 01

fp<0,05 fase 5vs 2, 3 e 4 no grupo 02

9p<0,05 fase 6 vs 2, 3 e 4 no grupo 01.
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A concentracao de E2 dos grupos 01 e 02 ndo apresentaram diferencas nas
distintas fases experimentais (p>0,05) (Figura 14-A). J4 as concentracdes de E1 do
grupo 01 apresentaram diferencas entre as fases experimentais (Fs 95=3,10; p=0,01),
observando-se uma reducdo deste esteroide nas fases 2, 3 e 4, e aumento nas
fases 5 e 6 (p<0,05) (Figura 14-B). No grupo 02, também foram registradas
diferencas na concentracdo de E1 durante as fases experimentais (Fs112=2,7;
p=0,03), ja que houve redugdes deste esteroide nas fases 2, 3 e 4 (p<0,05) (Figura
14-B).

7.1.2. Testosterona e DHT

Na Figura 15 estdo demostrados os dados referentes as concentragcbes dos
androgénios (testosterona e DHT) para as fémas dos grupos 01 e 02. E possivel
observar que as concentracdes de testosterona foram maiores no grupo 01 nas
fases 3 (p=0,001) e 4 (p=0,02) e, no grupo 02, nas fases 5 (p=0,001) e 6 (p=0,05)
(Figura-A). Para as concentracdes de DHT, foram encontrados valores maiores no
grupo 01 na fase 3 (p=0,02) e no grupo 02 nas fases experimentais 5 (p=0,03) e 6
(p=0,05) (Figura 15-B).
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Figura 15- Média (zEPM) A) testosterona (pg/ml) e B) DHT (pg/ml) nas fases 1 (Linha de Base); 2
(CHC); 3 (T+CHC no grupo 01 e placebo no grupo 02); 4 (Intervalo do grupo 01); 5 (T+CHC no grupo
02 e placebo no grupo 01); 6 (Intervalo do grupo 02) em fémeas de macaco-prego (Sapajus
libidinosus) (n=12).

p<0,05 fase 3 vs todas as demais no grupo 01

bp<0,05 fase 3vs 1, 2,5 e 6 no grupo 02

p < 0,05 fase 4 vs todas demais no grupo 01

p< 0,05 fase 5 vs todas demais no grupo 02

p< 0,05 fase 6 vs todas demais no grupo 01

fp< 0,05 fase 6 vs todas demais no grupo 01

#p<0,05 grupo 01 vs grupo 02 nas fases indicadas.
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No grupo 01, foram registradas diferencas entre as concentracdes de
testosterona (Fs95=12,47; p=0,001) e DHT (F595=3,64; p=0,01) ao longo das fases
experimentais, pois houve um aumento de testosterona nas fases 3, 4 e 5 (p<0,05)
(Figura 15-A). Ja as concentracfes de DHT do grupo 01 apresentaram um aumento
nas fases 3 e 6 (Figura-B). Para o grupo 02, também foram verificadas diferencas
nas concentracoes de testosterona (Fs 112=13,58; p=0,001) e DHT (Fs112=2,54;
p=0,02), visto que houve um aumento nas concentracdes de testosterona nas fases
3, 5 e 6 (p<0,05) (Figura 15-A) e de DHT na fase 05 em relagao as demais (p<0,05)
(Figura 15-B).

7.1.3. Cortisol

Conforme descrito na Figura 16, ha diferencas nas concentragdes de cortisol
dos grupos 01 e 02 nas fases 1, 3 e 6 (p<0,05), pois foi possivel verificar maiores
concentracfes no grupo 02 nas fases 1 e 3, e no grupo 01 na fase 6. Nesta mesma
figura, pode ser obervado que o grupo 01 apresentou aumentos do cortisol nas fases
3,4,5 e 6 (Fs95=2,99; p=0,05). J& no grupo 02, houve reducao do cortisol na fase 2

e aumentos consecutivos nas fases 3, 4, 5 e 6 (Fs112=2,40; p=0,05).
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Figura 16- Média (tEPM) cortisol (ug/dl) nas fases 1 (Linha de Base); 2 (CHC); 3 (T+CHC no grupo
01 e placebo no grupo 02); 4 (Intervalo do grupo 01); 5 (T+CHC no grupo 02 e placebo no grupo 01);
6 (Intervalo do grupo 02) em fémeas de macaco-prego (Sapajus libidinosus) (n=12).

p<0,05 fase 1 vs 3, 4, 5 e 6 no grupo 01

bp<0,05 fase 2 vs todas as demais no grupo 02

°p<0,05 fase 2 vs 3, 4, 5 e 6 no grupo 01

dp<0,05 fase 2 vs todas as demais 02

#p<0,05 grupol vs grupo 02 nas fases indicadas.
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7.1.4. Gonadotrofinas

Nos dois grupos 01 e 02, as concentracfes de gonadotrofinas permaneceram
constantes ao longo de todas as fases do experimento, ou seja, 0.1 mUl/ml em todas
as fases experimentais para todos os animais observados (

Figura 17).
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Figura 17- Média (*tEPM) gonadotrofinas (mUl/ml) nas fases 1 (Linha de Base); 2 (CHC); 3 (T+CHC
no grupo 01 e placebo no grupo 02); 4 (Intervalo do grupo 01); 5 (T+CHC no grupo 02 e placebo no
grupo 01); 6 (Intervalo do grupo 02) em fémeas de macaco-prego (Sapajus libidinosus) (n=12).

7.1.5. Protrombina e Tromboplastina

Foram encontradas diferencas do TTPa entre os grupos 01 e 02, uma vez que
foram registrados menores tempos no grupo 02 nas fases 2 (p=0,001), 3 (p=0,03),
fase 4 (p=0,04) e 5 (p=0,05) (Figura 18-A). No entanto, para o TP foram registradas
diferencas entre os grupos apenas nas fases 2 (p=0,02), 3 (p=0,04) e 6 (p=0,05),
nas quais o TP formam também maiores no grupo 01(Figura 18-B).

Nesta figura, ainda é possivel observar que o grupo 01 apresentou reducao
do TTPa (Fs593=2,18; p=0,04) e TP (F593=11,88; p=0,001) na fases 2, porém ha
aumentos de ambos os tempos nas fases 4, 5 e 6 (Figura 18-A e B). J4 o grupo 02,
apresentou reducédo dos tempos de TTPa (Fs593=7,13; p=0,001) e TP (Fs593=14.94,
p<0.001) nas fases 2 e 3; no entanto, foram registrados aumentos nas fases
experimentais 4, 5 e 6, isto para ambos os tempos dos parametros analisados
(Figura 18-A e B).
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Figura 18- Média (xEPM) A) tempos de tromboplastina (s) e B) tempo de protrombina (s) nas fases 1
(Linha de Base); 2 (CHC); 3 (T+CHC no grupo 01 e placebo no grupo 02); 4 (Intervalo do grupo 01); 5
(T+CHC no grupo 02 e placebo no grupo 01); 6 (Intervalo do grupo 02) em fémeas de macaco-prego
(Sapajus libidinosus) (n=12).

®p<0,05 fase 2 vs todas as demais fases no grupo 01

bp<0,05 fase 2 vs todas as demais grupo 02

p<0,05 fase 3 vs todas as demais grupo 01

p<0,05 fase 1 vs todas as demais para ambos 0s grupos

p<0,05 fase 2 vs todas as demais no grupo 01

fp<0,05 fase 2 vs todas demais no grupo 02

#p<0,05 grupo 01 vs grupo 02 nas fases indicadas.
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7.1.6. Plaquetas e Fibrinogénio

E possivel verificar diferencas no nimero de plaquetas entre os grupos 01 e
02 (Fs, 93=4,18; p=0,003), pois os valores foram maiores no grupo 02 na fase 03
(Figura 19-A). Todavia, ndo ha diferenca nas concetracdes de fibrinogénio entre os
grupos (Fsgs= 1,08; p=0,14) (Figura 19-B).

Também estdo representadas na Figura 19, as médias do grupo 01 e 02 nas
diferentes fases experimentais. Desta forma € possivel analisar que ambos os
grupos 01 (Fs95=2,27; p=0,04) e 02 (Fs105=7,22; p=0,001) apresentaram diferencas
no numero de plaquetas ao longo das fases experimentais. No grupo 01, foram
registrados aumentos no numero de plaguetas na fase 2, e para o grupo 02 houve
aumento nas fases 2 e 3 (p<0,05) (Figura 19-A). Em termos das concentracdes de
fibrinogénio, ndo foram observadas diferencas para o grupo 01 (Fs¢5=0,98; p=0,43),
e nem para grupo 02 (Fs10s= 0,57; p=0,74) em nenhuma fase experimental (Figura
19-B).
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Figura 19- Média (xEPM) A) plaquetas (5 mil/nm3) e B) fibrinogénio (mg/dl) nas fases 1 (Linha de
Base); 2 (CHC); 3 (T+CHC no grupo 01 e placebo no grupo 02); 4 (Intervalo do grupo 01); 5 (T+CHC
no grupo 02 e placebo no grupo 01); 6 (Intervalo do grupo 02) em fémeas de macaco-prego (Sapajus
libidinosus) (n=12).

#p<0,05 fase 1 vs 2 no grupo 01

bp<0,05 fase 1 vs 2 e 3 no grupo 02

°p<0,05 fase 4 vs 2 e 5 no grupo 01

dp<0,05 fase 4 vs 2 e 3 no grupo 02

# p<0,05 grupo 01 vs grupo 02 nas fases indicadas.

7.1.7. SHBG e Hemoglobina (HG)

As concentracfes de SHBG permaneceram constantes e fixas ao longo de
todas as fases experimentais, isto €, 2 Nmol/l para ambos os grupos 01 e 02 (Figura

20-A), independentemente do tratamento.
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Figura 20- Média (+EPM) A) SHBG (Nmol/l) e B) hemoglobina (mg/dl) nas fases 1 (Linha de Base); 2
(CHC); 3 (T+CHC no grupo 01 e placebo no grupo 02); 4 (Intervalo do grupol); 5 (T+CHC no grupo
02 e placebo no grupo 01); 6 (Intervalo do grupo 02) em fémeas de macaco-prego (Sapajus
libidinosus) (n=12).

%1 vs 2,3 e 4 no grupo 01

#=diferenca grupol e grupo 02 nas fases indicadas.
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Ja os valores de HG apresentram diferencas entre os grupos na fase 3, pois
suas concentracdes foram maiores para o grupo 02 (p=0,02) (Figura 20-B). O grupo
01 apresentou diferengas dos valores de HG nas distintas fases experimentais (F3,
211=9,07; p=0,001), pois houve reducéo de HG nas fases 2 (p=0,04) e 3 (p=0,001), e
aumento na fase 04 (p=0,001). J& em termos do grupo 02, ndo foram registradas

diferencas nos valores de HG (F3 211=1,90; p=1,34) nas fases experimentais.

7.1.8. Lipidios

As médias das concentracdes de lipidios foram diferentes entre os grupos 01
e 02, uma vez que o grupo 02 apresentou concentracfes maiores nas fases 2
(p=0,05); 3 (p=0,01); 4 (p=0,04) e 5 (p= 0,05) (Figura 21).
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Figura 21- Média (xEPM) lipidios (mg/dl) nas fases 1 (Linha de Base); 2 (CHC); 3 (T+CHC no grupol
e placebo no grupo 02); 4 (Intervalo do grupo 01); 5 (T+CHC no grupo 02 e placebo no grupo 01); 6
(Intervalo do grupo 02) em fémeas de macaco-prego (Sapajus libidinosus) (n=12).

4p <0,05 fase 1 vs 2 e 4 no grupo 01

®1<0,05 fase 4 vs 1, 3 € 6 no grupo 02

°p<0,05 fase 6 vs 2, 4 e 5 no grupo 01

dp<0,05 fase 6 vs 2 e 4 no grupo 02

#=diferenca grupol e grupo 02 nas fases indicadas.

No grupo 01, ha diferencas dos valores de lipidios entre as fases
experimentais (Fs 211=4,48; p=0,001), pois houve reducéo nas fases 2 e 4 e aumento
na fase 6 (p<0,05). No grupo 02, também foram verificadas diferencas para os
valores de lipidios ao longo das fases experimentais (Fs 211=2,98; p=0,04), portanto,

houve reducgéo concentracao na fase 4 e aumento na fase 6 (p<0,05) (Figura 21).
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7.2. Resultados efeitos do uso prolongado de testosterona associado ao CHC

sobre os aspectos comportamentais das fémeas de macaco-prego

7.2.1. Comportamento nao-sexual

Observa-se, na Figura 22, que h& diferencas entre os grupos 01 e 02 nos
comportamentos de catacéo (p<0,05); estereotipia (p<0,05) e agonistico (p<0,05). O
grupo 02 apresentou maior tempo gasto nos comportamentos de catacdo nas fases
1 e 3; e para o grupo 01 na fase 5 (Figura 22-A). O grupo 01 apresentou maior
tempo gasto em comportamentos esterotipados nas fases 2, 3 e 4 (Figura 22-B); e, 0
grupo 02, nos comportamentos agonisticos nas fases 1, 2, 4, 5 e 6 (Figura 22-C).

Na Figura 22, ainda € possivel observar que, no grupo 01, ha mudancas nos
comportamentos de catacao (Fs 104=3,61; p=0,01); estereotipias (Fs104=2,91; p=0,05)
e agonisticos (Fs104=4,86; p=0,03) nas distintas fases experimentais, pois houve
aumentos na duracdo dos comportamentos de catacdo na fase 5 quando comparada
as fases 1, 2, 3 e 4 (p<0,05) (Figura 22-A), dos comportamentos de estereotipias na
fase 3 comparando-a com as outras fases (p<0,05) (Figura 22-B), e do
comportamento agonistico nas fases 3 e 5 em relagéo as fases 1, 2, 4 e 6 (p<0,05)

(Figura 22-C).
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Figura 22- Média (tEPM) em horas dos comportamentos ndo-sexuais A) Catacdo; B) Estereotipias e
C) Agonistico nas fases 1 (Linha de Base); 2 (CHC); 3 (T+CHC no grupo 01 e placebo no grupo 02); 4
(Intervalo do Grupol); 5 (T+CHC no grupo 02 e placebo no grupo 01); 6 (Intervalo do grupo 02) em
fémeas de macaco-prego (Sapajus libidinosus) (n=12).
p<0,05 fase 3 vs 2, 4 e 5 no grupo 02
p<0,05 fase 5vs 1, 2, 3 e 4 no grupo 01
p<0,05 fase 3 vs todas as demais no grupo 01
p<0,005 fase 5 vs todas as demais no grupo 02
p<0,05 fase 3vs 1, 2, 4 e 6 no grupo 01

p< 0,05 fase 5vs 1, 2 e 6 no grupo 02
#=diferenca Grupol e Grupo 02 nas fases indicadas.
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No grupo 02 também foram registradas mudancas na emissdo dos
comportamentos de catagao (Fsg90=4,36; p=0,001), esterotipias (Fs ¢0=2,85; p=0,04) e
agonistico (Fsg=5,08; p=0,001), porque foram observados aumentos nos
comportamentos de catacdo na fase 3 em relacéo as fases 2, 4 e 5 (p<0,05) (Figura
22-A), do comportamento de esterotipias da fase 5 em comparacdo as demais
(p<0,05) (Figura 22-B), e do comportamento agonistico da fase 5 em relacdo as
fases 1, 2 e 6 (p<0,05) (Figura 22-C).

7.2.2. Comportamento sexual

Ha diferencas na frequéncia do comportamento sexual dos grupos nas fases
1, 3 e 5, j& que foi observado maior frequéncia na emissdo destes comportamentos
nas fases 1 e 3 para o grupo 01; e na fase 5 para o grupo 02 (Figura 23) (p<0,05).
Ainda nessa mesma figura, € possivel verificar que o grupo 01 apresenta mudancas
na frequéncia do comportamento sexual, pois foi registrado aumento na frequéncia
do comportamento sexual na fase 3 em comparacdo as fases 1, 2, 4, 5 e 6
(F4,710=5,32; p=0,001). J&4 o grupo 02 apresentou aumento na frequéncia destes
comportamentos na fase 5 em comparacéo as fases 1, 2, 3, 4 e 6 (F473:= 6,37,
p=0,001).

30

EE Grupo 01 # :I:
[ Grupo 02

20

10

L

1 2 3 4 5 6

Comportamentos sexuais (F)

Figura 23- Média (xEPM) da frequéncia dos comportamentos nas fases 1 (Linha de Base); 2 (CHC);
3 (T+CHC no grupol e placebo no grupo 02); 4 (Intervalo do grupo 01); 5 (T+CHC no grupo 02 e
placebo no grupo 01); 6 (Intervalo do grupo 02) em fémeas de macaco-prego (Sapajus libidinosus)
(n=12).

p<0,05 fase 3 vs todas as fases no grupo 01

bp<0,05 fase 5 vs todas fases no grupo 02

#=diferenca Grupol e Grupo 02 nas fases indicadas.
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7.3. Resultados das correlacdes entre parametros hormonais e aspectos

comportamentais de fémeas de macaco-prego.

Foram verificadas correlacbes hormonais e comportamentais entre oS grupos
01 e 02; sendo assim, € possivel observar, na Tabela 6, que h& correlacdo entre os
grupos nas emissbes dos comportamentos nao sexuais (r=0,23; p=0,001), nos
comportamentos sexuais (r=0,24; p =0,001) e nas concentracdes de E2 (r=0,13;
p=0,01), de E1 (r=0,11; p=0, 04); de testosterona (r=0,14; p=0,004) e de DHT
(r=0,16; p=0,005).

Ainda nesta mesma tabela, foi possivel observar correlacdes entre os valores
de testosterona do grupo 01 e a emissdo do comportamento sexual do grupo 02
(r=0,14; p=0,01). Ha ainda correla¢gbes da concentracdo de cortisol do grupo 01 ao
comportamento sexual do grupo 02 (r=0,16; p=0,003). As concentragdes de cortisol
do grupo 02 foram positivamente correlacionadas ao comportamento nao-sexual
(r=0,12; p=0,04), ao E1 (r=0,17; p=0,002) e de DHT (r=0,11; p=0,04) do grupo 01. As
concentracfes de DHT do grupo 02 ainda foram correlacionadas com o E2 (r=0,11;
p=0,04) e T (r=0,13; p=0,02) do grupo 02.

Tabela 6- Correlacdes de Pearson (r) e nivel de significancia (p) dos dados N-Sexual (comportamento
ndo-sexual), Sexual (comportamento sexual), E2 (estradiol), E1 (estrona), T (testosterona), DHT (di-
hidrotestosterona) e cortisol entre os valores representantes das fémeas do grupo 01 (G1) e grupo 02
(G2) de macaco-prego (Sapajus libidinosus) (n=12).

Correlacdes

N-sexual-G2 Sexual-G2 E2-G2 E1-G2 T-G2 DHT-G2 Cortisol-G2

R 0,23 -0,67 -0,26 -0,03 -0,33 -0,71 0,12
N-sexual-G1

p 0,001 0,23 0,64 0,48 0,54 0,20 0,04

R -0,02 0,24 0,09 -0,02 0,03 0,05 0,04
Sexual-G1

p 0,67 0,001 0,08 0,66 0,54 0,32 0,40

R 0,03 -0,08 -0,13 -0,03 -0,09 -0,07 0,02
E2-G1

p 0,56 0,13 0,01 0,48 0,09 0,21 0,68

R -0,04 -0,90 0,07 0,11 -0,10 -0,09 0,17
E1-G1

p 0,56 0,09 0,22 0,04 0,06 0,09 0,002
el R -0,02 0,14 -0,09 -0,06 0,14 0,05 -0,02

p 0,62 0,01 0,07 0,27 0,004 0,36 0,63

R -0,01 0,07 -0,11 -0,04 0,13 0,16 0,11
DHT-G1

p 087 0,18 0,04 0,45 0,02 0,005 0,04

_ R 0,04 0,16 0,04 0,02 0,09 -0,01 0,06

Cortisol-G1

p 0,42 0,003 0,38 0,65 0,08 0,91 0,24

*p<0,05
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Para o grupo 01 os valores de testosterona foram correlacionados ao
comportamento nao-sexual (r=0,16; p=0,002) e ao E1 (r=-0,21; p= 0,001); DHT
(r=0,53; p=0,001) e cortisol (r=0,24; p=0,001). No entanto, ndo houve correlagao
entre os valores de testosterona com o comportamento sexual (r=0,09; p=0,09) e as
concentracfes de E2 (r=-0,03; p=0,51). Ainda pode ser observado que os valores de
DHT sé&o correlacionados aos de E1 (r=-0,16; p=0,004), jA& os de cortisol a
concentracdo de E2 (r=0,15; p=0,006). Os demais parametros nao apresentaram

correlacdes entre si (p>0,05) (Tabela 7).

Tabela 7- Correlagdes de Pearson (r) e nivel de significancia (p) dos dados N-Sexual (comportamento
nao-sexual), Sexual (comportamento sexual), E2 (estradiol), E1 (estrona), T (testosterona), DHT (di-
hidrotestosterona) e cortisol nas fémeas do grupo 01 de macaco-prego (Sapajus libidinosus) (n=6).

Correlagdes

N-Sexual Sexual E2 El T DHT Cortisol
R -0,01 -0,03 0,04 0,16 -0,07 0,06
N-Sexual
P - 0,91 0,52 0,47 0,002 0,19 0,23
R -0,01 - -0,05 -0,10 0,09 0,08 0,04
Sexual
P 0,91 - 0,35 0,07 0,09 0,17 0,47
£ R -0,03 -0,05 0 -0,06 -0,03 0,01 0,15
P 0,53 0,35 - 0,29 0,51 0,73 0,006
£ R 0,04 -0,10 -0,06 - -0,21 -0,16 0,03
P 0,47 0,07 0,29 - 0,001 0,004 0,61
T R 0,16 0,09 -0,03 0,21 - 0,53 0,24
P 0,002 0,09 0,51 0,001 - 0,000 0,001
oHT R -0,07 0,07 0,01 0,16 0,53 - -0,01
P 0,19 0,17 0,73 0,004 0,00 - 0,81
_ R 0,06 0,04 0,15 0,03 0,24~ -0,01
Cortisol
P 0,23 0,47 0,006 0,61 0,002 0,81
*p<0.05

Para o grupo 02, o comportamento sexual foi correlacionado positivamente
as concentracbes do E2 (r=0,12, p=0,02), E1 (r=0,12; p=0,02); testosterona
(r=0,16; p=0,002) e ao DHT (r=0,12; p=0,0). Observou-se ainda uma correlacao
positiva entre as concentragdes de E2 e as de testosterona (r=0,10; p=0,05) e
DHT (r=0,10; p=0,05), e negativa em termos das concentragbes de cortisol
(r=0,15; p=0,005). As concentracdes de testosterona foram correlacionadas
negativamente as de E1 (r=-0,14; p=0,01) e positivamente ao DHT (r=0,62;
p=0,001) e do cortisol (r=0,11; p=0,05. J& as concentracbes de cortisol

correlacionam positivamente as expressfées do comportamento ndo-sexual
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(r=0,18; p=0,001) e testosterona (r=0,11; p=0,05), conforme apresentado na
Tabela 8.

Tabela 8- Correlacdes de Pearson (r) e nivel de significancia (p) dos dados N-Sexual (comportamento
ndo-sexual), Sexual (comportamento sexual), E2 (estradiol), E1 (estrona), T (testosterona), DHT (di-
hidrotestosterona) e cortisol nas fémeas do grupo 02 de macaco-prego (Sapajus libidinosus) (n=6).

Correlacdes

N-Sexual Sexual E2 El T DHT Cortisol

R - 0,04 -0,06 -0,01 -0,01 0,01 0,18
N-Sexual

P - 0,44 0,24 0,73 0,84 0,75 0,001

R 0,04 - 0,12 0,12 0,16 0,12° -0,09
Sexual

P 0,44 - 0,02 0,02 0,002 0,03 0,09
o R -0,06 0,12 - 0,06 0,10 0,10 -0,15

P 0,24 0,02 - 0,27 0,05 0,05 0,005
1 R -0,01 0,12° 0,06 - -0,14 -0,05 0,02

P 0,73 0,02 0,27 - 0,01 0,31 0,60
T R -0,01 0,19 0,10 -0,14 - 0,62 0,11

P 0,84 0,002 0,05 0,01 0,000 0,05
oHT R 0,01 0,12° 0,10 -0,05 0,62° - 0,09

P 0,75 0,03 0,07 0,31 0,000 0,11

R 0,18 -0,09 -0,15 0,02 0,11 0,09 -
Cortsiol

P 0,001 0,09 0,005 0,60 0,05 0,11

*p<0,05

7.4. Discusséo
Efeitos do uso prolongado de testosterona associado ao CHC sobre os

parametros fisiol6gicos em fémeas de macaco-prego

by

O tratamento prolongado de CHC associado a testosterona promoveu
mudancas nas concentracfes dos esteroides sexuais e ndo sexuais das fémeas, ja
qgue foram registrados aumentos de E1, testosterona, DHT e Cortisol. Contudo, os
valores de E2 nédo foram sujeitos a tais mudancgas. Nosso intuito era que os padrdes
hormonais ndo apresentassem variagdes fisiologicas significativas, no entanto, foi
claramente observado o aumento nas concentracbes de testosterona e DHT
decorrentes do tratamento a base do gel de testosterona intranasal. A hipotese
deste estudo foi embasada na dose reduzida de testosterona administrada pela via
intranasal das fémeas de macaco-prego, uma vez que, de acordo com Banks et al.
(2009) tem como principal caracteristica a absorcao rapida e direta no SNC. Isso

teoricamente anularia quaisquer efeitos adversos, inclusive sobre os esteroides
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sexuais. No entanto, em fémeas de ratos (Banks et al.,, 2009) e macaco-prego
(Tavares et al., 2007), foram observadas mudancas do perfil hormonal apés a
administragao de testosterona, mesmo que a testosterona tenha sido administrada
pela via intranasal.

Sabe-se que uso exdgeno de testosterona promove mudancas no perfil
hormonal, visto que parte deste androgeno é convertido em outros esteroides
sexuais, por exemplo, DHT e estradiol (Simpson et al.,, 2001; Burger, 2002). A
testosterona circulante alcanca o tecido adiposo e partes do tecido neural. Nestas
regides, ha presenca da enzima aromatase, que promove a conversdo da
testosterona em E2, e da enzima 5-alfa-redutase, que promove a conversao de
testosterona, em DHT (Simpson et al., 2001; Burger, 2002; Alesci et al., Simpson,
2002; Davis e Worsley, 2013), muito embora nas mulheres, a principal converséo
periférica da testosterona seja em E2 (Van Anders et al., 1999; Jones et al., 2012;
Davis e Worsley, 2013) e posteriormente, em DHT (Burger, 2002).

Estudos indicam que administracdo exdgena de testosterona em mulheres
(Van Anders et al., 1999), ratas (Jones et al.,, 2012), fémeas de macaco-prego
(Tavares et al., 2007) e fémeas de macacos rhesus (Casare et al., 2013) promoveu
elevacdo na concentracdo de E2. Entretanto, este resultado ndo foi observado no
nosso estudo, ja que, entre todos os hormonios sexuais analisados, este foi 0 Unico
gue nédo sofreu alteracdo. Porém, nos estudos supracitados, foram administradas
doses isoladas de testosterona, diferentemente do nosso estudo em que o
tratamento de testosterona foi concomitante com CHC. Ressalta-se que na
composicdo do contraceptivo, administrado nas fémeas de macaco-prego, ha
presenca do E2 (enantato de estradiol- 10 mg), e como ja mencionado
anteriormente, o mecanismo de acdo do CHC é manter a taxa dos esteroides
sexuais femininos constantes. Isso confere o mecanismo anovulatério, pois 0s picos
de E2 antecedem a ovulacao.

Em ratas, a administragcéo isolada de testosterona promoveu aumento na
concentracdo de E2, porém, quando ha inclusdo de E2 a conversdo periférica de
testosterona passa a ser, preferencialmente, em DHT. Acredita-se que este
resultado seja um mecanismo adaptativo contra a elevagcdo exacerbada de E2; uma
vez que concentracbes elevadas deste estrégeno podem trazer consequéncias
graves ao organismo feminino (Santen et al., 2009). Dessa forma, € possivel que o

tratamento conjunto de T+CHC, utilizado no nosso estudo, tenha influenciado os
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resultados de E2 obtidos nas fémeas de macaco-prego do presente estudo. Sendo
assim, é provavel que as fémeas de macaco-prego também apresentem adaptacao
fisiologica protetiva a elevagdo da concentracdo de E2, assim como observado em
ratas (Santen et al., 2009)

Em mulheres, além das mudancas hormonais, o uso exbégeno de
testosterona induz mudancas neurofisiolégicas em regides neurais relacionadas a
ativacdo do comportamento sexual como, por exemplo, no sistema limbico (Van
Anders et al., 1999; Tuiten et al., 2000; Van Anders et al., 2011), que promove 0
aumento do desejo sexual, do bem estar e da satisfagdo sexual (Tuiten et al., 2000;
Van Anders et al., 2011). Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados em
ratas, visto que também ha evidéncias de que o tratamento exégeno com
testosterona € capaz de promover a ativacdo das regides neurais, especificamente,
do bulbo olfatério, do hipotdlamo, do hipocampo e do nucleo estriado (Banks et al.,
2009). Ressalta-se ainda que, em mulheres, outro efeito conhecio dos androgénos
na sua sexualidade ocorre, por exemplo, via acdo direta sobre a genitalia, onde
provavelmente os androgénios modulam a acdo estrogénica responsavel pelo
aumento de fluxo sanguineo, com consequente melhora no trofismo e na lubrificacéo
vaginal (Traish et al., 2002).

E provavel que, assim como em mulheres (Tuiten et al., 2000; Van Anders et
al., 2011) e em ratas (Banks et al., 2009), o uso exdgeno de testosterona ative areas
neurais envolvidas no controle do comportamento sexual em outras fémeas de
vertebrados, pois fémeas de peixes (Munakata and Kobayashi 2010), de aves
(Ketterson et al., 2005) e de macaco-prego (Tavares et al., 2007) também
apresentam aumento na frequéncia das expressdes do comportamento sexual sob
acado da testosterona. Acreditamos que, assim como nestas fémeas supracitadas,
possivelmente, o tratamento com a testosterona administrado no presente estudo foi
capaz de ativar também regides neurais envolvidas na expressdo dos
comportamentos sexuais nas fémeas estudadas. Vale ressaltar que os resultados
obtidos também indicam um aumento da frequéncia da expressdo sexual nas
fémeas de macaco-prego, que por sua vez foi correlacionada a elevacdo das
concentracdes de testosterona.

Normalmente, durante as fases do ciclo menstrual, as fémeas de macaco-
prego exibem notaveis evidéncias do comportamento sexual, e solicitam cOpula com

machos-alfa (dominantes), por meio de comportamentos de vocalizar, de olhar
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muatuo, de levantar das sobrancelhas, de massagear (mamas, axilas e genitalia)
entre outros (Carosi e Visalberghi, 2002). Tais comportamentos sdo persistentes e
ditos como indicativos da aproximacdo do periodo ovulatério, o que coincide com
aumento de E2 (Carosi et al., 1999; Carosi et al., 2005). Nestas macacas, € atribuida
ao E2 a funcdo na modulacdo do comportamento sexual, visto que ha uma
correlacdo positiva entre o aumento de E2 e a maior expressao dos comportamentos
sexuais (Carosi et al., 1999; Carosi e Visalberghi, 2002; Carosi et al., 2005, Carnegie
et al., 2005). Este resultado é exatamente 0 mesmo observado em outros primatas
como, por exemplo, na Macaca fuscata (O'Neill et al.,, 2004), Macaca mulatta
(Shideler et al., 2001) e Sapajus nigritus (Tiddi et al., 2015).

Muito embora o papel do E2 no comportamento sexual das fémeas macaco-
prego seja incontestavel (Carosi et al., 1999; Carosi e Visalberghi, 2002; Carosi et
al., 2005, Carnegie et al., 2005), nossos resultados apontam para uma acgao
conjunta do E2 e da testosterona na ativacdo do comportamento sexual destas
fémeas, uma vez que verificou-se correlacdes positiva entre a elevacdo de
testosterona e uma maior expressao dos comportamentos sexuais. Este resultado
corrobora o encontrado por Tavares et al. (2007). Neste sentido, ha possiblidade de
inferirmos que as expressdes dos comportamentos sexuais das fémeas de macaco-
prego também sejam moduladas pela acdo da testosterona, possivelmente como
acontece em mulheres, nas quais a administracdo de testosterona tem trazido
mudancas positivas no aumento do desejo, na satisfacdo e no bem estar sexual
(Davis e Worsley, 2013). Esses resultados ressatam o papel importante na
expressdo dos comportamentos sexuais das fémeas exercido tanto pela
testosterona como pelo E2.

Em contraste aos beneficios trazidos ao comportamento sexual, a
administrac@o de testosterona também é negativamente relacionada a vérios efeitos
adversos como, por exemplo, o aumento de acne (Sun et al.,, 2014; Miao et al.,
2015), a infertilidade, alteragcbes mamarias, a hipertrofia muscular (Huang et al.,
2014) além de mudancas na taxa de glicose no sangue (Caronia et al., 2013). A
ocorréncia de tumores também tem sido documentada (Davis et al., 2012), além das
consequéncias graves a fisiologia reprodutiva, pois 0 excesso de testosterona no
organismo das fémeas afeta diretamente o eixo hipotalamo-hipoéfise-gonadal,
resultando assim em mudancas nas secrec¢des dos hormonios hipofisarios FSH e LH

(Goldstein et al.,, 2004). Estas alteracbes hormonais diminuem a producdo de
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testosterona enddgena causando drasticos efeitos na sintese de outros esteroides
sexuais, o que compromete as fungdes reprodutivas de modo geral (Simpson et al.,
2001; Burger, 2002).

Em fémeas de macaco rhesus, a exposicdo aos andrO0genos causa
alteracbes clinicas importantes, possivelmente devido as mudancas
neuroenddcrinas, tais como: aumento da secrecdo de LH e anormalidades na
producdo enddgena nas concentracdes de progesterona e estrogenos (Casare et al.,
2013). Estas alteracdes sdo semelhantes em mulheres que apresentam ovarios
policisticos, que leva a desordem hormonal e que compromete as funcdes
reprodutivas. Dessa forma, percebe-se a importancia de mais pesquisas que
objetivem estudar a dose e as vias mais adequadas para a administracdo de
testosterona nas mulheres; uma vez que o uso de testosterona tem sido cada vez
mais crescente. Ressalta-se ainda que ha uma parcela significativa do publico
feminino que tem feito uso da testosterona em idade reprodutiva, 0 que podera
trazer a médio ou longo prazo, graves consequéncias a fisiologia reprodutiva.

Ha também uma correlacdo entre as elevagbes na concentracdo de
testosterona e o indice de suicidio e disturbios bipolares em mulheres, uma vez que
mulheres que apresentam comportamentos indicativos de distarbios bipolares,
também apresentam altas concentracdes de testosterona (Sher et al., 2014;
Wooderson et al., 2015). Além do mais, a testosterona possui papel fundamental na
competicdo intra-sexual (Cobey et al., 2013). Indiretamente, ela antecipa 0s
comportamentos competitivos entre as mulheres, o que eleva a agressividade e a
competicdo na fase ovulatéria, isso porque ocorre o aumento destes
comportamentos justamente na fase de elevacdo da testosterona (Maner et al.,
2013, Hahn et al.,, 2016). Uma das principais funcbes da testosterona esta
relacionada a competitividade e as estratégias sociais relacionadas a concorréncia, a
aquisicao ou a defesa de recursos, incluindo parceiros ou oportunidades sexuais, 0
que pode induzir a distirbios comportamentais de agressividade (van Anders et al.,
2011).

Em consideragdo ao mencionado, também foi objetivo do nosso estudo
analisar o comportamento agonistico das fémeas de macaco-prego cativas, ou seja,
tudo o que estivesse relacionado a defesa ou as brigas entre os individuos, que sao
usados como inferéncia de competicdo intra-sexual e/ou rela¢gées de dominancia ou

hierarquia social. Nossos resultados apontam para um aumento da duragdo do
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comportamento agonistico em ambos os grupos de fémeas de macaco-prego sob a
administracdo do tratamento com testosterona (Figura 22- C). Sendo assim, foi
possivel verificar que o aumento das concentracdes de testosterona € coincidente
com a apresentacao de comportamentos de disputas, de defesa ou de briga entre as
fémeas de macaco-prego analisadas neste estudo. Houve maior expressédo destes
comportamentos nas fases em a testosterona também estiveram elevados. Outro
resultado obtido nas fémeas de macaco-prego foi a maior duragdo dos
comportamentos estereotipados, que aconteceu nas fases em que elas também
apresentaram maior concentracao de testosterona (Figura 22-B).

Em mulheres, a elevacdo de testosterona traz alteracdes comportamentais
importantes, por exemplo, ansiedade, irritabilidade e depresséao, sendo estes 0s
efeitos negativos do uso constante deste androgénio (McHenry et al., 1996; van
Anders et al., 2011). Por outro lado, em mulheres que apresentam disfuncao sexual,
a testosterona pode atuar no aumento dos na concentracdo de serotonina,
promovendo, assim, uma terapia antidepressiva por meio de sua administracao
exogena (Ensieh et al., 2014). No entanto, € importante lembrar que, em modelos
animais, por exemplo, em macacos cativos, ha outros fatores que podem ativar
comportamentos de estresses tais como a presenca dos pesquisadores e o
tratamento experimental (Abbott et al., 2003). Em cativeiro, € comum a emissao de
comportamentos indicativos de estado estresse social entre os individuos, visto que,
animais mantidos nestas condicfes apresentam comportamentos adversos em
relacdo aqueles animais que normalmente sdo apresentados pelos exemplares de
vida livre (Pauletti et al., 2005). Sabe-se que o estado de estresse dos animais
cativos pode ser decorrente de variaveis externas, como: espaco fisico, acesso ao
alimento, hierarquias reprodutivas, estado reprodutivo e elevacéo do cortisol (Broom
et al., 1990).

Assim, o cortisol pode ser usado como um excelente indicador do estado de
estresse dos animais (Gleeson, 2002; Hellhammer et al., 2009), pois a resposta
enddcrina ao estresse envolve o aumento da libertacdo de corticotrofina (CRH) pelo
hipotadlamo e o aumento da estimulagdo simpética da medula suprarrenal. A CRH
estimula a secrecao do hormdnio adrenocorticotrofico (ACTH) (hormdnio hipofiséario)
pela adenohipdéfise a qual, por sua vez, estimula no cortex suprarrenal a producao
dos principais hormonios glicocorticoides, por exemplo, o cortisol. Este horménio,

cuja concentracdo esta claramente aumentada em situacbes de estresse, é
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conhecida pela sua funcéo catabdlica, anti-inflamatéria, homeostatica e estimulante
do metabolismo lipidico, glicolitico e proteico (Helhammer et al., 2009). O cortisol &,
deste modo, considerado o mais importante avaliador das situacdes indutoras de
estresse (Santos et al., 2014).

Nessa direcdo, resultados da presente investigagcdo, apontaram para
elevacdo das concentragdes de cortisol na fase de tratamento com testosterona
(Figura 16), que também € coincidente com a maior apresentacdo dos
comportamentos indicativos de estresses (agonisticos e esterotipias) nas fémeas de
macaco-prego (Figura 22- B e C). Sabe-se que, em primatas ndo humanos, o
cortisol € um horménio influenciador da emissdo dos comportamentos de disputas,
injurias e brigas (Sapolsky, 2005). Além do mais, estes comportamentos podem
estar relacionados as questdes reprodutivas, visto que, normalmente, as fémeas,
reprodutivamente dominantes, apresentam concentracées mais elevadas de cortisol
e, consequentemente, comportamentos vigilantes sobre suas subordinadas (Alencar
et al., 2006). Evidencia-se que macaco-prego apresentem hierarquias reprodutivas,
pois, em vida livre, ha grupos com até 40 individuos, os quais sao constituidos por
machos e fémeas dominantes e seus subordinados (Fragaszy et al., 2004)

A condicdo social de uma fémea dentro do grupo, se dominante ou
subordinada, exerce influéncia na atividade do HHA (Hipotalamo-Hipofise-
Adrenocortical), responsavel pela ativacdo da secrecdo de cortisol, que, em
condicdo estressante, apresenta-se em concentracfes acima dos valores basais
tanto em fémeas dominantes quanto em subordinadas (Albuquerque et al., 2004).
Todavia, em primatas da espécie Callithrix jacchus, as concentracfes mais baixas
de cortisol foram encontradas no plasma das fémeas socialmente subordinadas
(Saltzman et al., 1998). A posicéo social dentro do grupo também influencia no eixo
hipotalamo-hipoéfise-gonadal, j& que existem alteracbes nos hormonios sexuais,
decorrentes, sobretudo, da inibicdo da fertilizacdo em fémeas subordinadas.

As alteracdes hormonais nas diferentes fases do ciclo reprodutivo estao
relacionadas a disputa entre fémeas e entre machos, e também aos mecanismos de
hierarquia de dominéncia reprodutiva (Abbott, 1987; Alencar et al., 2006). Para
Abbott (1987), em diferentes sociedades de primatas, s&o comumente encontradas
dominancias sociais hierarquicas, e um dos efeitos desse sistema € a supressao de
reproducao entre individuos socialmente subordinados. Segundo Brasil et al. (2007),

um dos mecanismos que poderia atuar na supresséo da fertilidade das fémeas do
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grupo seria o resultado das pistas quimicas emitidas pela fémea dominante (ou
reprodutiva). Em primatas neotropicais, estimulos feromonais podem resultar em
mudangas importantes na fertilidade das fémeas subordinadas, como, por exemplo,
na taxa de copulacédo e no niumero de descendentes (Santos, 2003). Neste contexto,
Brasil et al. (2007) relataram a ocorréncia de atresia folicular em fémeas
subordinadas da  espécie Leontophitecus rosalia  (mico-ledo-dourado),
provavelmente, imposta pela fémea dominante ou reprodutora. Acredita-se que esta
subordinacdo seja decorrente da acdo dos feroménios emitidos pela fémea
ativamente reprodutiva, sendo possivel que isso ocorra por meio de ferébmonios
liberados pelas marcacdes anogenitais ou circungenitais de cheiro.

Diante das informac6es mencionadas em relacdo a comunicagdo quimica,
entre primatas, cabe destacar que foram encontrados na presente investigacéo
alguns resultados instigantes. Estes referem-se ao aumento dos niveis basais de
testosterona (Figura 15- A) verificados na auséncia do TT, pois nas fases em que as
fémeas eram do grupo controle do estudo, além das elevacdes das concentracdes
de E1 (Figura 14- B) e de cortisol (Figura 16), além também do aumento na
frequéncia dos comportamentos agonisticos e sexuais apresentados
respectivamente nas Figura 22- C e Figura 23. Em primatas, as altas concentracdes
de cortisol (Albuquerque et al., 2004) e testosterona (Edwards e Casto, 2013), assim
como a apresentacdo de comportamentos agonisticos (Bergstrom e Fedigan, 2010;
Carré et al.,, 2011) sao indicativos do status de dominancia entre os individuos.
Neste contexto, € possivel que alteracdes hormonais e comportamentais,
documentadas no nosso estudo, ndo estejam ligadas apenas ao tratamento
associado entre T+CHC, mas, sim a outros fatores externos, como, por exemplo, a
possivel comunicacdo quimica entre as fémeas por meio de feroménios, uma vez
que foram observadas correlacdes entre grupos em termos dos parametros
hormonais e comportamentais dos grupos 01 e 02 (Tabela 6).

Na literatura, é descrito que primatas comumente comunicam-se por meio dos
feromonios, que é a comunicacdo quimica por meio de moléculas odoriferas
especificas. Normalmente estas moléculas séo liberadas na urina, na saliva, nas
fezes e na pele (Quiatt e Reynolds, 1993). De acordo com Henkel et al. (2015) é
bastante comum a comunicacdo por feromdnios entre os primatas, e esta pode
acontecer mesmo com animais que permanecem fisicamente distantes, isto €, nédo

necessariamente acondicionados no mesmo recinto. Dessa forma, a comunicagao
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guimica atua como um importante indicador dos estados fisioldgicos e sexuais nos
animais e, em geral, o olfato constitui, para os primatas e demais mamiferos, uma
fonte importante de informacéo sobre o meio externo (Quiatt e Reynolds, 1993).

Por estas razdes, levanta-se a hipétese de que as fémeas de macaco-prego
tenham alguma comunicacdo quimica, que contribuiu de forma significantiva para os
resultados obtidos neste estudo, o que seria essa uma possivel hipétese alternativa
para justificar as mudangas hormonais e comportamentais encontradas nas fémeas
na auséncia do tratamento com testosterona. Sabe-se que € comum, em muitas
espécies de primatas, como: Leontophitecus rosalia (Brasil et al., 2007), Papio
anubis (Galbany et al., 2015), Callithrix jacchus (Campenni et al., 2014), Saguinus
oedipus (Rodrigues et al., 2015) Ateles geoffroyi (Cerda-Molina et al.,, 2012) e
Sapajus spp (Lefevre et al., 2014), a comunicacao reprodutiva por sinais olfatérios
ou a comunicagao quimica entre os individuos (Phillip et al., 2011). Assim como em
outras espécies, as fémeas de Cebus apela, que atualmente pertecem ao género
Sapajus também apresentam competicdo reprodutiva tanto social quanto hormonal
(Linn et al., 1995)

Neste contexto, acreditamos que os comportamentos de “massagear as
mamas”, “massagear as axilas” e “massagear a genitalia, comumente apresentados
pelas fémeas de macaco-prego em termos de seu repertério de comportamentos
sexuais, sejam usados como estimulos sobre as glandulas, que estédo localizadas
nestas regides, e consequentemente, induz a liberacdo das moléculas odoriferas.
Em mulheres, aparentemente ocorre a emissao dos sinais odoriferos pelas regides
axilares e genital, pois normalmente os homens, quando sdo expostos a tais
secrec¢des, apresentam como resposta ao aumento das concentracdes de cortisol e
de testosterona (Cerda-Molina et al., 2013). Levando em consideragdo as
similaridades fisiol6gicas entre as fémeas de macaco-prego e mulheres, € provavel
que o0s comportamentos de massagear mamas, axilas e genitalia ocorram,
realmente, com o intuito de ativar sistema olfatério por meio da liberacéo de alguma
molécula odorifera e ndo apenas no contexto visual.

Outro comportamento que pode ser justificado como indicativo de
comunicacao quimica entre primatas, € o comportamento apresentado por machos
de se lavarem na urina ou passa-la pelo corpo, comportamento este observado com
frequéncia em macacos. De acordo com Phillips et al. (2011), tal comportamento tem

cunho sexual, visto que em experimento realizado com fémeas adultas de macaco-
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prego, a exposicdo delas a urina dos machos promovia ativacao das regides neurais
ligadas ao comportamento sexual, por exemplo, o sistema limbico. Torna-se
importante mencionar também que as regifes ligadas ao comportamento sexual sédo
mais ativadas na presenca da urina dos machos adultos, que apresenta altas
concentragdes de testosterona.

Considerando-se que fémeas de macaco-prego sdao modelos importantes
para pesquisas que envolvem a fisiologia reprodutiva, torna-se extremamente
relevante o desenvolvimento de estudos com o intuito de investigar a comunicacao
guimica entre as fémeas e o0 papel que este representa dentro do grupo social. Uma
vez que os parametros fisioldgicos sdo passiveis de alteracbes devido a posicéo
social, que o animal ocupa no grupo, bem como pela comunicacdo quimica dos
individuos. Embora a presente investigacdo nao tivesse como objetivo analisar tais
parametros, os resultados sugerem fortemente a possibilidade de ter ocorrido
comunicagdo quimica entre as fémeas estudadas. Neste sentido, fazem-se
necessarios estudos que objetivem esclarecer quais parametros fisiol6gicos podem
sofrer estas alteracfes, visto que tais modificacdes sdo fundamentais para o
esclarecimento das mudancas hormonais e comportamentais observadas pelas
fémeas de macaco-prego.

E importante lembrar que o objetivo central do nosso estudo foi analisar os
efeitos conjuntos do T+CHC sobre os parametros fisioldgicos das fémeas de
macaco-prego. Dessa forma, vale destacar que sob a acdo da testosterona ndo séao
apenas 0s parametros hormonais e comportamentais que sofrem alteracbes, mas
também sdo documentados na literatura mudancas nos parametros hemostéaticos
(fibrinogénio, antitrombina, fator VII, inibidor do fator do plasminogénio) (Ridker et al.,
2001; Norris et al., 2002), alguns dos quais aqui dosados. Além destes, e sob a acdo
deste andorgénio ocorrem também disfuncBes metabdlicas, por exemplo, alteraces
nas concentracoes de lipidios (Pardini, 2013; Groot et al., 2014; Baldan et al., 2015)
e nas concentracbes de SHBG (Wallwiener et al., 2010; Roberts et al., 2013),
também dosados no presente estudo. Destaca-se que, normalmente, estes
parametros fisioldgicos sdo alterados devidos ao hiperandrogenismo, que pode ser
decorrente do tratamento exdégeno com a testosterona (Ridker et al., 2001; Norris et
al., 2002).

O hiperandrogenismo nas mulheres favorece a disfungcdo metabdlica, que

pode aumentar os riscos de doengas cardiovasculares, devido a obesidade e a
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hipertensdo (Norris et al., 2002; Weinberg et al., 2006). O risco é decorrente em
funcdo da presenca dos receptores androgénicos, que estdo distribuidos nas células
cardiacas e endoteliais. Neste sentido, a testosterona pode provocar varios efeitos
no organismo feminino, como: vasodilatacdo e apoptose das células endotelial e
consequente aumento do numero de plaguetas e formacédo de coagulos de fibrina
(Reis e Abdo, 2014). O risco de doencas cardiovasculares sao maiores em
mulheres, que apresentam elevacao nas concentragdes de testosterona como, por
exemplo, as que tem ovarios policisticos (Baldan et al., 2015; Naderpoor et al., 2015)
e as que usam terapias hormonais (Ridker et al., 2001; Norris et al., 2002; Davis et
al., 2012).

Muitos dos efeitos fisioldgicos sobre o sistema hemolitico estédo relacionados
a dose administrada de testosterona nas terapias hormonais (Shapiro et al., 1999).
Doses acima de 100 ng/dl sdo diretamente correlacionadas a alteracdes sistémicas
(Davis et al., 2012), que podem promover mudancas graves nos fatores de
coagulacédo, ocasionando a formacdo de trombos e a predisposicdo a doencas
cardiovasculares (Naderi, 2016). Cabe mencionar que as alteracdes nos fatores de
coagulacdo acontecem justamente no TP e no fibrinogénio (Ridker et al., 2001,
Norris et al., 2002). De forma semelhante, nossos resultados também demostraram
alteracdes no TP ao logo de todas as fases do experimento, uma vez que 0 tempo
deste fator hemolitico ndo retornou as concentracdes basais (Figura 18-B). Contudo,
os valores de fibrinogénio ndo apresentaram alteracdes significativas em nenhuma
das fases do experimento (Figura 19-B), assim como os demais parametros TPPa
(Figura 18-A), como o numero de plaquetas (Figura 19-B), que foram verificadas
alteracdes em ambos grupos quando as fémeas de macacos receberam apenas
tratamento com contraceptivo, mas nao com o tratamento com testosterona ou este
associado ao contraceptivo.

Destaca-se que disturbios hemostaticos, tais como o aumento das
concentragcdes de fibrinogénio, sdo positivamente correlacionadas ao nimero e a
severidade de estenoses coronarianas (Cutini et al., 2012; Naderi, 2016), o que
aumenta a incidéncia de infartos do miocardio e de mortes em pacientes com angina
instavel (Naderi, 2016). Vale mencionar que ha evidéncias que ndo apenas a dose
de testosterona provoca mudancas fisioldégicas nos parametros hemoliticos, mas que
tais alteragbes sdo também correlacionadas a via de administragcdo dos horménios

sexuais. Sabe-se ainda que, pela via oral, ha maior risco cardiovascular. Alguns
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estudos tém revelado incremento da fracao colesterol LDL, diminuicdo HDL e maior
distribuicdo da gordura abdominal (padréo androgénico), promovendo aumento de
citocinas inflamatérias e a reducdo da adiponectina em mulheres menopausadas
(Davis et al., 2008; Groot et al., 2014; Patel et al., 2009). Nesse contexto, é
importante ressaltar que os resultados aqui obtidos apontam para a seguranca do
uso da testosterona na dose e via administradas no que concerne ao fibrinogénio.

As vias ndo orais (transdérmica, injetavel e intranasal) ndo apresentam
metabolismo de primeira passagem pelo figado, ocasionando, assim, menor
potencial para estimulo das proteinas hepaticas e das alteracbes nos fatores de
coagulacao. Neste sentido, as vias ndo orais sdo consideradas mais favoraveis em
termos de risco cardiovascular e fendmenos tromboembdlicos (Pardini, 2013). Logo,
a via intranasal parece ser uma via especialmente interessante para ser utilizada
especialmente se seus efeitos forem dissociados dos riscos inerentes as demais vias
de administracdes utilizadas e para as quais os efeitos ja sdo documentados na
literatura. Assim, os resultados sobre a via ideal para administragéo de testosterona
carecem de uma avaliacdo de seus efeitos a longo prazo, e apontando para a
necessidade de novos estudos na area. Muito embora estudo tenha demonstrado
que, pela via injetavel, mesmo doses altas de testosterona ndo provocam mudancas
fisiologicas relacionadas a predisposicao ao aumento de doencas cardiovasculares,
pois ndo foram registradas alteragcBes hemoliticas, variacbes das concentracdes de
lipidios, nem mudancas no peso corporal (Huang et al., 2011).

Como ja descrito, um dos fatores colaterais observado nas usuarias de
androgénios exdgenos é o ganho de peso (Pantel et al., 2009; Janssen et al., 2010).
Ha estudos que apontam uma correlacdo entre excesso de
peso/obesidade/diminuicio da massa magra e aumentos nas concentracdes
endogenos de testosterona. Groot et al. (2014) demonstrou que mulheres com SOP,
gue normalmente sdo acima do peso, apresentam concentracfes elevadas de
testosterona. Esta correlagdo também tem sido encontrada em mulheres que estédo
na idade de menopausa, ja que doses elevadas de testosterona também promovem
um aumento do peso corporal (Janssen et al., 2010). Dessa forma, temos um grave
problema de saude publica, verificado para mulheres que se encaixam nessas
condi¢cbes, as quais estdo mais propensas a ocorréncia de infarto do miocardio, a

acidente vascular cerebral, a trombose arterial e venosa (Groot et al., 2014).
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Entre os fatores fisiologicos que levam a obesidade, estd também o
decréscimo nas concentracbes de SHBG, pois a supressdo da SHBG reflete o
hiperandrogenismo o que gera alteracdes metabdlicas (Brand e Schouw, 2010). A
forte correlacédo entre testosterona e SHBG possibilita a utilizacdo da SHBG como
marcador indireto das disfungbes androgénicas femininas e, possivelmente, como
fator independente de risco para doencga cardiovascular (Brand e Schouw, 2010;
Roberts et al., 2013).

Nas fémeas de macaco-prego, a SHBG nao apresentou mudancas ao longo
das fases experimentais. Conforme, demonstrado na Figura 20-A, os valores foram
0S mesmos para ambos o0s grupos em todas as fases. Dessa forma, nossos
resultados n&o corroboram os encontrados em humanas, uma vez que a elevagao
das concentracdes de testosterona € inversamente proporcional aos valores de
SHBG (Brand e Schouw, 2010). Neste sentido, era esperado que as concentracdes
de SHBG também apresentassem alteracdes significativas. Outra proteina analisada
no nosso estudo foi a hemoglobina, que tem sido também usada clinicamente como
marcador nos efeitos adversos da administracdo exdgena de testosterona (Shehzad
et al., 2010). Nossos resultados apontam para mudancas nas concentracées de HG
a no grupo 01, no qual ocorre um aumento desta proteina partir da fase 3,
exatamente quando as fémeas deste grupo receberam a testosterona. Este
resultado corrobora o encontrado na literatura, que demonstra o aumento das
concentracbes de hemoglobina apds tratamento com testosterona, isso em
consequéncia do hiperandrogenismo (Mazer, 2000; Shehzad et al., 2010).

Ha também correlacdo entre o hiperandrogenismo e a centralizacdo de
gordura corporal e, de forma mais preditiva, entre o acumulo de gordura intra-
abdominal, que se associam as complicagcbes metabdlicas vinculadas ao risco
cardiovascular (Reilly et al., 2014). Foi sugerido que o aumento na quantidade de
lipidios viscerais e da atividade lipolitica forneceria ao sistema porta um excesso de
acidos graxos livres, capaz de alterar o metabolismo hepético, resultando no
aumento da producao de glicose e de triglicerideos (Reilly et al., 2014; Navarro et al.,
2015). Consequentemente ocorre a elevacdo do peso corporal (Janssen et al., 2010)
e 0 aumento da incidéncia de doencas carviovasculares nas usuarias de
testosterona exdgena (Brand e Schouw, 2010; Roberts et al., 2013).

As variagcbes no peso tém sido constantemente avaliadas nas terapias

hormonais e nas usuérias de CHC, visto que a administracdo destes farmacos pode


http://link.springer.com/search?facet-author=%22S.+Craig+Roberts%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22S.+Craig+Roberts%22

98

influenciar na taxa de lipidios e na elevacao do peso corporal. Neste contexto, N0Sso
intuito era o de avaliar o peso corporal das fémeas macaco-prego, para isso elas
foram pesadas ao final de cada fase experimental ou a cada 21 dias. Entretanto,
estes resultados ndo foram analisados e muito menos apresentados neste trabalho,
porque algumas fémeas do nosso estudo participavam de outro projeto do CP-UnB,
no qual as fémeas do nosso plantel passaram por restricAo alimentar.
Consequentemente, a condicdo experimental das fémeas no outro projeto interferiu
Nos nossos resultados, ja que visivelmente notamos uma perda acentuada de peso
delas. No entanto, nossa hipotese era de que o peso nao sofreria alteracdes, ja que
a variacdo de peso esta diretamente ligada a doses altas de testosterona (Janssen
et al., 2010).

Sabe-se que uso exdgeno de testosterona tem efeito no metabolismo lipidico,
na funcdo das lipases e na distribuicdo das gorduras corporais (Reilly et al., 2014).
Neste contexto, foi nosso intuito avaliar também os valores de lipidios nas fémeas de
macaco-prego. E os resultados ndo apontam para mudancas no perfil lipidico
decorrentes do uso de T+CHC. Contudo, houve variac6es nos valores de lipidios ao
longo das fases experimentais, muito embora essas variacdes ndo sejam exclusivas
das fases de tratamento de testosterona. Sendo assim, acreditamos que haja outros
fatores que influenciam em tais resultados como, por exemplo, 0os parametros
metabdlicos individuais e a idade. Um resultado interessante é que ambos 0S grupos
apresentaram elevacdes na Ultima fase do estudo (fase 06) (Figura 21), sendo
possivel que este resultado seja um indicativo de efeitos prolongados destes dois
tratamentos associados T+CHC.

Foi também objetivo do estudo avaliar possiveis efeitos prolongados do uso
de T+CHC nas fémeas de macaco-prego, isso porque na literatura s&o
demonstrados efeitos prolongados do uso de testosterona nas mulheres
(Baldassarre et al., 2013) e em fémeas macaco-prego (Topic et al., 2007). Os efeitos
prolongados foram avaliados pelos dados coletados no ciclo menstrual seguinte a
administracdo de testosterona, isto €, foram observados os parametros fisiol6gicos e
os comportamentos da fase 4 — intervalo da testosterona para as fémeas do grupo
01 — e da fase 06 — intervalo da testosterona para as fémeas do grupo 02. Os
resultados apontaram que ha um efeito prolongado nas concentracbes de
testosterona e de cortisol em ambos 0s grupos, ja o comportamento de catacdo e 0s

parametros sexuais apresentaram efeitos prolongados apenas no grupo 02. Para os
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demais parametros (E2, E1, DHT, TP, TTPa, plaquetas, fibrinogénio, lipidios, HG,
GL, gonadotrofina e comportamento ndo-sexual) ndo foram registrados efeitos
prolongados.

Evidencia-se que os efeitos prolongados nas concentracfes de testosterona e
no comportamento sexual, encontrados no nosso estudo, sdo semelhantes aos
encontrados por Topic et al. (2007). Estes autores também verificaram um aumento
também nas concentracdes de testosterona e na expressdo de comportamentos
sexuais na mesma espécie. Dessa forma, é possivel observar que ndo ha
necessidade do uso diario de testosterona, uma vez que, mesmo apoés 10 dias de
administracdo desse farmaco, ainda foram observados efeitos da testosterona no
organismo das fémeas. Evidencia-se também que o tempo denominado de intervalo
do tratamento (wash out) do presente estudo foi suficiente para analise do nosso
objetivo, visto que, nos estudos de Tavares et al. (2007) e Topic et al. (2007), o
intervalo foi de apenas de 10 dias. Este estudo avaliou os efeitos do tratamento de
testosterona durante um ciclo menstrual consecutivo, e observamos efeitos ao longo
do ciclo menstrual para as concentracdes de testosterona e cortisol.

Na medida em que sabe-se que a administracao diaria de testosterona pode
gerar consequéncias graves no organismo feminino, devido ao seu acumulo ou
excesso (Baldassarre et al., 2013), € imprescindivel conhecer os efeitos prolongados
deste androgeno no organismo feminino, quais parametros séo alterados, e também
inferir um periodo seguro dos efeitos da testosterona no organismo.

Em suma, é relevante mencionar que os resultados divulgados na literatura
sobre o uso de testosterona séo relatados para mulheres na fase de menopausa, as
quais apresentam desarranjos na flutuacdo dos esteroides sexuais (Reis e Abdo,
2014). Neste contexto, pouco se sabe sobre os riscos que as mulheres saudaveis ou
as em idade reprodutiva correm quando utilizam tratamento exdgeno de
testosterona. Em contrapartida, tdo importante quanto conhecer o0s riscos
associados ao tratamento com testosterona, € conhecer também o0s possiveis
beneficios associados ao uso desse androgénio para o0 organismo feminino
sobretudo para aquelas mulheres que utilizam o tratamento clinicamente (e.g. como
forma de suprir a diminuicdo desse androgénio com o avancar da idade na fase de
menopausa, ou para o tratamento da SOP).

Outro aspecto importante deste estudo é o fato de que associado ao

tratamento com testosterona foi utilizado o tratamento com contraceptivo nas fémeas
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de macaco-prego. Considerando-se que 0 uso dessa associacao tem sido verificada
para um numero consideravel de mulheres atualmente, os resultados aqui obtidos
sdo fundamentais para uma possivel elucidacdo desses efeitos combinados sobre o
ciclo menstrual em fémeas de uma espécie de primata, que fisiologicamente
apresenta aspectos de sua fisiologia bem semelhantes as mulheres.

No presente estudo, o uso destes tratamentos trouxe mudangas nas
concentragdes de testosterona, E1, DHT e de cortisol, no TP e no comportamento
sexual e ndo-sexual (agonistico e estereotipias) das fémeas de macaco-prego. Em
contrapartida, ndo foram observados efeitos do T+CHC sobre os parametros
fisiologicos de (SHBG, numero de plaquetas, fibrinogénio, TTPa, HG, Glo, lipidios, e
gonadotrofinas) o que permite inferir a seguranca de seu uso para as doses e
periodos utilizadas nos respectivos tratamentos, e minimiza potencialmente seus
riscos.

Sendo assim, os resultados obtidos neste estudo podem ser relevantes para
futuras pesquisas que tenham como proposta avaliar a acdo do tratamento de
testosterona em usuarias de CHC. Pelo menos em fémeas de macaco-prego, foram
observadas alteracdes em alguns dos parametros fisiolégicos mesmo administrando
testosterona pela via intranasal e com doses menores que as das descritas na
literatura. Dessa forma, é necessario divulgar os resultados obtidos como alerta as
usuarias destes tratamentos associados, pois podem ocorrer alteracfes
significativas, como alteracBes hormonais e nos fatores de coagulacdo sanguinea,
que podem ser importantes na homeostasia feminina. Neste contexto, faz-se
necessario a realizacdo de um monitoramento nas mulheres antes, durante e depois
do tratamento com testosterona, que pode ajudar na identificacdo de riscos
desnecessarios a saude ou auxiliar a decisdo de utilizar o tratamento ou ndo como

adjuvante para condi¢des clinicas que requerem a suplementacao por testosterona.
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8. EFEITOS DO USO PROLONGADO DE TESTOSTERONA ASSOCIADO AO
CHC SOBRE 0OS PARAMETROS FISIOLOGICOS E COMPORTAMENTAIS DAS
FEMEAS JOVENS E ADULTAS DE MACACO-PREGO

Na medida em que havia diferenga entre a idade das fémeas de macaco-
prego que participaram do estudo, o intuito desta sessao foi analisar o tratamento
prolongado de testosterona associado ao CHC sobre os parametros fisiolégicos e
comportamentais das fémeas adultas e jovens de macaco-prego. Neste sentido,

serdo apresentados os resultados e a discussao dos dados referentes a idade das
fémeas.

8.1. Resultados dos efeitos do tratamento prolongado de testosterona
associado ao CHC sobre os parametros fisiologicos das fémeas jovens e
adultas de macaco-prego

8.1.1. Estradiol e Estrona

Os valores de E2 das fémeas adultas foram maiores que o das jovens na fase
LB, CHC e TT (p<0,05) (Figura 24-A). Entretanto, para os valores de E1 ndo houve
diferencas observaveis entre as fémeas jovens e adultas (Fi15,=1,03; p=0,11)
(Figura 24-B).
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Figura 24- Médias (tEPM) A) estradiol (E2) mg/dl e B) estrona (E1) (pg/ml) analisadas nas fases de
LB (Linha de base), CHC (Contraceptivo Hormonal Combinado), TT (tratamento com T+CHC) e WO
(intervalo do tratamento de T ou sem T) nas fémeas jovens (n=5) e adultas (h=7) de macaco-prego
(Sapajus libidinosus).

#p<0,05 CHC vs todas as demais no grupo das jovens

b p<0,05 CHC vs todas as demais no grupo das adultas

¢ p<0,05 WO vs TT no grupo das jovens

#=diferenca entre as fémeas jovens e adultas nas fases indicadas.
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Para as fémeas jovens, valores de E2 nao foram diferentes nas distintas fases
experimentais (p>0,05) (Figura 24-A). No entanto, as concentracdes de E1
apresentaram reducdo na fase CHC (p<0,05), e diferencas entre as fases TT e WO
(p=0,04) (Figura 24-B). Nas fémeas adultas também ndo foram encontradas
diferencas nos valores de E2 ao longo das fases experimentais (p>0,05) (Figura 24-

A), porém houve reducéo dos valores de E1 na fase de CHC p<0,05 (Figura 24-B).

8.1.2. Testosterona e DHT

N&o foram verificadas diferencas entre os grupos de fémeas jovens e adultas
para as concentracdoes de testosterona (Fi15,=0,37; p=0,89) e DHT (F115,=0,97;
p=0,90) (Figura-25). Também é possivel observar que ambos 0s grupos, ou seja,
das fémeas jovens e das adultas apresentaram aumentos nas concentracdes de
testosterona (Figura 25-A) e DHT (Figura 25-B) nas fases TT e WO (p<0,05).
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Figura 25- Média (zEPM) A) testosterona ng/dl e B) DHT(pg/ml) analisadas nas fases de LB (Linha
de base), CHC (Contraceptivo Hormonal Combinado), TT (tratamento com T+CHC) e WO (intervalo
do tratamento de T ou sem T) nas fémeas jovens (n=5) e adultas (n=7) de macaco-prego (Sapajus
libidinosus).

#p<0,05 LB vs todas as demais fases no grupo das jovens

p<0,05 vs todas as demais fases no grupo das adultas

p<0,05 LB vs todas as demais fases no grupo das jovens

p<0,05 vs todas as demais fases no grupo das adultas

o o T

8.1.3. Cortisol
Foram observadas diferencas entre as concentracdes de cortisol das fémeas

jovens e adultas ao longo de todas as fases experimentais (Fi 157=24,04; p=0,001).
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Isso porque as fémeas jovens apresentaram concentracbfes mais elevadas de
cortisol em todas as fases (Figura 26). Nesta mesma figura, € possivel verificar que,
para as jovens, houve um aumento das concentragdes de cortisol nas fases TT e
WO (p<0,05); no entanto, nas fémeas adultas, este aumento ocorreu apenas na fase
WO (p<0,05).
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Figura 26- Média (xEPM) cortisol (ug/dl) analisada nas fases de LB (Linha de base), CHC
(Contraceptivo Hormonal Combinado), TT (tratamento com T+CHC) e WO (intervalo do tratamento de
T ou sem T) nas fémeas jovens (n=5) e adultas (n=7) de macaco-prego (Sapajus libidinosus).

4 p<0,05 TT vs demais fases no grupo das jovens

b p<0,05 WO vs demais fases no grupo das jovens

¢ p<0,05 WO vs demais fases no grupo das adultas

#p<0,05 Fémeas jovens vs adultas nas fases indicadas.

8.1.4. Protrombina e Tromboplastina

Os resultados apontaram diferencas entre os grupos das fémeas jovens e
adultas no tempo de TP (Fi1s7= 6,54; p=0,03) e TPPa (F115,=12,93; p=0,001). As
diferencas no tempo TPPa entre os grupos aconteceram nas fases LB, TT e WO
(p<0,05) (Figura 27-A); ja no TP aconteceram nas fases LB e WO (p<0,05) (Figura
27-B). Ambos os grupos apresentaram reducao dos tempos de TP e TTPa na fase
CHC (p<0,05), e aumentos no TPPa nas fases T e WO (p<0,05), conforme
apresentado na (Figura 27).
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Figura 27- Média (tEPM) A) Tempo de tromboplastina (s) e B) Tempo de protrombina (s) analisada
nas fases de LB (Linha de base), CHC (Contraceptivo Hormonal Combinado), TT (tratamento com
T+CHC) e WO (intervalo do tratamento de T ou sem T) nas fémeas jovens (n=5) e adultas (n=7) de
macaco-prego (Sapajus libidinosus).

4 p<0,05 CHC vs demais fases no grupo das jovens

p<0,05 CHC vs demais fases no grupo das adultas

p<0,05 CHC vs demais fases no grupo das jovens

p<0,05 CHC vs demais fases CHC e TT grupo das adultas

#p<0,05 Fémeas jovens vs adultas nas fases indicadas.

b
c
d

8.1.5. Plaquetas e Fibrinogénio

N&o ha diferencas no nimero de plaguetas (F1157=1,06; p=0,54) e nos valores
de fibrinogénio (F115,=0,26; p=0,89) entre os grupos das jovens e adultas (Figura
28), embora ambos o0s grupos tenham apresentado aumento do numero de
plaguetas na fase de CHC (p<0,05) (Figura 28-A). Ainda € possivel observar que as
concentracbes de fibrinogénio ndo apresentaram diferencas para nenhum dos
grupos analisados (p>0,05) (Figura 28-B). Tabém nao houve diferencas entre o gupo
das fémeas jovens e adultas de macaco-prego ao longo de todas as fases (Figura
28-B).
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Figura 28- Média (xEPM) A) plaqguetas (5 mil/nm3) e B) fibrinogénio (mg/dl) nas fases de LB (Linha
de base), CHC (Contraceptivo Hormonal Combinado), TT (tratamento com T+CHC) e WO (intervalo
do tratamento de T ou sem T) nas fémeas jovens (n=5) e adultas (n=7) de macaco-prego (Sapajus
libidinosus).

# p<0,05 CHC vs demais fases no grupo das jovens

b p<0,05 CHC vs demais fases no grupo das adultas

8.1.6. Lipidios e Hemoglobina

As concentracdes de lipidios foram maiores nas fémeas adultas nas fases
CHC, TT e WO (F1187=4,27; p=0,03). Ja as de hemoglobina ndo foram diferentes
entre as fémeas jovens e adultas (F1,15,=0,29; p=0,29) (Figura 29). Os valores de
lipidios sofreram elevacdo nas fémeas adultas nas fases TT e WO (p<0,05);
entretanto, as fémeas jovens apresentaram reducdo nas fases CHC, TT e WO
(p<0,05) (Figura 29-A). Para as concentracdes de hemoglobina ndo foram
encontradas diferencas nos grupos em nenhuma das fases observadas (p>0,05)
(Figura 29-B).
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Figura 29- Média (xEPM) A) lipidios (mg/dl) e B) hemoglobina (mg/dl) nas fases de LB (Linha de
base), CHC (Contraceptivo Hormonal Combinado), TT (tratamento com T+CHC) e WO (intervalo do
tratamento de T ou sem T) nas fémeas jovens (n=5) e adultas (n=7) de macaco-prego (Sapajus
libidinosus).

4 p<0,05 LB vs demais fases no grupo das jovens

b p<0,05 LB vs TT e WO no grupo das adultas

#p<0,05 Fémeas jovens vs adultas nas fases indicadas.

8.2. Efeitos do uso prolongado de testosterona associado ao contraceptivo
hormonal sobre o0s aspectos comportamentais das jovens e adultas de
macaco-prego

Na tabela 9, é possivel verificar que a frequéncia de comportamento sexual
das jovens e das adultas foi diferente nas fases CHC (F1,1=3,18; p=0,05), TT
(F121=4,03; p=0,04) e WO (F1,1=5,02; p=0,02), visto que as adultas apresentaram
maior frequéncia destes comportamentos nestas fases experimentais. Ja no que se
refere ao comportamento ndo-sexual, as fémeas jovens apresentaram maior meédia
do agonistico nas fases TT (F12:1=9,98; p=0,005) e WO (F121=4,78; p=0,04), quando
comparadas as adultas. Nao houve diferencas entre as médias dos comportamentos
de estereotipias e de catagcéo dos grupos durante as fases experimentais (p>0,05).

Em ambos os grupos, foram encontradas as maiores médias dos
comportamentos sexual nas fases TT e WO (p<0,05); nas fémeas jovens, o
comportamento agonistico também teve os maiores valores nas fases de TT e WO
(p<0,05). Porém, os demais parametros comportamentais ndo foram diferentes
durante as fases experimentais em nenhum dos dois grupos monitorados (p>0,05),

conforme apresentado na tabela 9.
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Tabela 9- Média (tEPM) comportamento sexual (frequéncia) e dos comportamentos estereotipias,
agonistico e catacdo (duracdo em horas) nas fases de LB (Linha de base), CHC (Contraceptivo
Hormonal Combinado), TT (tratamento com T+CHC) e WO (intervalo do tratamento de T ou sem T)
nas fémeas jovens (n=5) e adultas (n=7) de macaco-prego (Sapajus libidinosus).

Grupo Comportamento LB CHC TT WO
J 0,10 (+0,1) 0,27 (x0,4)" 7 (£0,99)% 3(*2)™
A Sexual 0,33 (+0,1) 1,31 (+0,3) 13 (+2)? 8,8 (+2)°
J N 134 (+57) 305 (+91) 101 (x0,1) 81 (+30)
A Estereotipias 79 (£50) 126 (+80) 18 (+36) 19 (+26)
J o 50 (+42) 42 (+25) 575 (¥111)° 569 (+97)"
A Agonistico 42 (£37) 11 (+22) 107 (+129) 192 (+113)
J . 52 (+26) 34 (+22) 24 (+40) 60 (+35)

Catacéo

A 23 (+16) 44 (+19) 73 (+65) 73 (57)
#p<0,05 sexual fase TT vs LB e WO
® h<0,05 sexual fase WO vs LB e CHC
Z p<0,05 agonistico fase TT vs LB e CHC

p<0,05 agonistico fase WO vs LB e CHC
# p<0,05 sexual jovens vs adultas

8.3. Discusséao

Efeitos do uso prolongado de testosterona associado ao CHC sobre os

parametros fisiolégicos e comportamentais das jovens e adultas de macaco-

prego

A idade é um fator determinante na avaliacdo dos esteroides sexuais, com o
passar do tempo sao encontradas alteragbes hormonais, morfolégicas e
comportamentais nos animais (Hansen et al., 2008; Perheentupa e Huhtaniemi,
2009; Nappi et al., 2010). Sendo assim, tornou-se relevante a anélise dos dados
fisiolégicos e comportamentais considerando a idade das fémeas de macaco-prego.
Neste contexto, € importante mencionar que a idade das macacas jovens foi,
precisamente, determinada nos seus registros de nascimento do plantel do CP-UnB.
No entanto, as macacas adultas tiveram a idade estimada com base nos registros,
gue indicam que elas ja chegaram ao CP-UnB adultas. Desta forma, a idade das
macacas adultas foi estimada com base nestas informacdes somada ao tempo em
gue essas fémeas encontram-se mantidas no CP. Sendo assim, nossa estimativa é
gue estas macacas tenham aproximadamente 18 anos, no entanto, n&o

descartamos a possibilidade de essa idade ser superior.
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Em consideracdo ao mencionado, nosso objetivo foi avaliar os efeitos dos
tratamentos de CHC e T+CHC sobre os parametros fisiolégicos e comportamentais
das fémeas jovens e adultas de macaco-prego. Neste sentido, o tratamento de CHC
nas macacas parece ter apresentado efeitos semelhantes, uma vez que,
independentemente da idade, ambos os grupos apresentaram semelhancas nas
concentracdes dos esteroides sexuais. Os resultados apontaram para uma reducao
nas concentracdes de E1 (Figura 24-B), porém as concentragfes de E2 (Figura 24-
A), testosterona e DHT (Figura 25) ndo apresentaram alteracfes. Os efeitos do
tratamento conjunto de T+CHC na fisiologia hormonal também foram semelhantes ja
que, em ambos 0s grupos, houve elevagdo das concentragbes E1 (Figura 24-B),
testosterona e DHT (Figura 25) na fase TT. Todavia os valores de E2 (Figura 24-A)
nao foram alterados.

Também foram feitas analises entre os grupos das fémeas jovens e adultas
ao longo de todas as fases experimentais. Os resultados demonstraram que ndo ha
diferencas nos valores dos esteroides sexuais E1 (Figura 24-B), testosterona e DHT
(Figura 25 A-B). Entretanto, os valores de E2 foram maiores nas fémeas adultas nas
fases LB, CHC e TT. E importante evidenciar que, em mulheres, os principais
indicativos da aproximacdo da senescéncia reprodutiva sdo as elevacbes nas
concentracbes de E2 e do FSH ao longo do ciclo menstrual (Nappi et al., 2010).
Assim, é possivel que as concentracdes elevadas de E2 encontradas nas fémeas de
macaco-prego sejam decorrentes do envelhecimento reprodutivo, que sao
associados ao envelhecimento natural do organismo.

Em mulheres, as concentracbes de E2 encontram-se elevadas na fase
perimenopausa, ou seja, a que antecede a menopausa (encerramento dos ciclos
menstruais) (Perheentupa e Huhtaniemi, 2009). Ja& no periodo da menopausa ha
declinio acentuado nas concentracdes de E2 devido ao envelhecimento ovariano
(Shaw et al., 2011). Ressalta-se ainda que nao apenas as mulheres apresentam
alteracdes nos parametros hormonais; ha também elevacdo de FSH e E2 em
fémeas senescentes de chimpanzés (Jones et al., 2007) rhesus (Kim et al., 2009;
Nichols et al., 2005) e babuinos (Atsalis e Videan, 2009). Sendo assim, faz-se
necessaria a analise do FSH na caracterizacdo do envelhecimento reprodutivo das
fémeas de macaco-prego do CP-UnB. Contudo, nossos resultados apontam para a
elevacdo de E2, que pode ser um pardmetro usado como inferéncia do

envelhecimento.
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Do ponto de vista bioldgico, as flutuagdes mensais dos esteroides sexuais sao
indicativos da fase reprodutiva nas fémeas (Burger et al., 2002). Em mulheres, esta
fase tem duracdo média de 35 anos (Roberts, 2007). No entanto, o inicio do
envelhecimento reprodutivo acontece bem antes do periodo denominado de
menopausa; ja que ha indicativos de senescéncia reprodutiva em mulheres jovens,
antes mesmo dos 30 anos de idade (Perheentupa e Huhtaniemi, 2009). De acordo
com os estudos de Rooij et al. (2005) e Broekmans (2009), por volta dos 25 anos de
idade ja séo registrados declinios acentuados no numero de foliculos ovarianos,
entretanto, essa reducdo ainda ndo afeta a fertilidade, que apresenta alteracdes
significativas mesmo depois dos 35 anos de idade (Perheentupa e Huhtaniemi,
2009). Além disso, embora sem sinais perceptiveis a mulher, alteracfes sutis na
secrecdo hormonal ocorrem antes da menopausa como, por exemplo, a elevagao
FSH, e consequentemente, mudancas na secrecdo dos horménios ovarianos
(Santoro e Randolph, 2011).

Outro parametro hormonal que pode ser apontado como indicativo do
envelhecimento € o hormonio cortisol. Normalmente os individuos idosos
apresentam concentracdo de cortisol menor que os jovens (Gust et al., 2000; Ferrari
et al., 2001). A reducéo na concentracdo de cortisol € justificada pela diminuicdo na
secre¢do CRH, que compromete assim as concentraces de cortisol. E importante
lembrar que a sintese do cortisol é estimulada pelo ACTH, que se encontra regulado
pelo CRH hipotalamico, (Helhammer et al., 2009). Imediatamente ap6s sua liberagao
na corrente sanguinea, o horménio ACTH inicia seus efeitos sobre as camadas
corticais das adrenais, estimulando principalmente a secrecdo de hormdonios
glicocorticoides e mineralocorticéides. Esses hormbnios agem perifericamente
exercendo importantes efeitos na regulacdo do metabolismo glicidico, no equilibrio
hidrossalino e nos processos inflamatérios e imunoldgicos, respondendo ainda pela
retroalimentac&o negativa a nivel hipofisario e hipotalamico (Gust et al., 2000; Ferrari
et al., 2001).

Ressalta-se ainda que o envelhecimento promove mudancgas morfologicas,
gue comprometem a atividade e a regulacdo do eixo HHA. Um desses efeitos recai
sobre a ativacdo excessiva do HHA, e consequentemente ocorrem alteracdes na
secrec¢do dos horménios adrenais (Magri et al., 2001). De acordo com Garrido et al.
(2012), as alteracbes no HHA sdo decorrentes das mudancas morfologicas e

fisiolégicas em termos das regifes hipotalamicas decorrentes do processo natural do
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envelhecimento. Em individuos idosos, a reducdo de cortisol pode também ser
justificada devido ao retorno lento das concentragdes basais da ACTH, ja que este é
trés vezes mais lento em idosas que em mulheres jovens (Veldhuis et al., 2013).

E interessante mencionar que, em ratas (Garrido et al., 2012) e em macacas
rhesus (Gust et al., 2000) também sao registradas alteracdes na secrecao de cortisol
em individuos idosos. Neste contexto, nossos resultados corroboram os encontrados
por estes autores, pois fémeas de macaco-prego adultas apresentaram, ao longo de
todas as fases experimentais, concentracdées menores de cortisol (média de 107
ug/dl) do que as encontradas nas fémeas jovens (média 218 ug/dl). Este resultado
corrobora o encontrado por Lahoz et al. (2007), que também descreveu
concentracbes maiores de cortisol em fémeas jovens (média 218 ug/dl) que adultas
(128 ug/dl) de macaco-prego. No entanto, vale mencionar que, nas fases TT e WO,
as fémeas do nosso estudo apresentaram 0s maiores valores de cortisol,
possivelmente decorrentes do TT.

Embora a idade seja um fator influenciador das concentracdes de cortisol
(Gust et al., 2000; Ferrari et al., 2001; Garrido et al., 2012; Veldhuis et al., 2013), em
macaco-prego, as concentracdes de cortisol também podem ser sensiveis as
variacdes circadianas, ao acesso ao alimento, aos parceiros sexuais, a hierarquia
reprodutiva e as variacbes ambientais (temperatura, seca, chuva etc) (Carnegie et
al., 2011). Outra condicao que deve ser analisada é o fato de se manter os animais
em cativeiro, fato que pode também promover a elevacéo de cortisol e assim, causar
alteracdes comportamentais (Sapolsky et al., 2002; Foerster et al., 2010). Muito
embora, com a exposicao repetida ao estresse, representado muito possivelmente
pelo experimentador e pela manutencdo em condi¢cBes cativas, o organismo habitue-
se ao estressor, isto também pode promover a manutencdo das concentracfes de
cortisol elevadas (Koch et al., 2014).

Aléem do mais, o estresse pode estar relacionado ao ciclo menstrual, porque
as concentragfes de cortisol sdo sincronizadas aos demais hormdnios ovarianos,
sendo que as concentragcdes maiores de cortisol ocorrem na fase pré-ovulatéria
(Wolfram et al., 2011), inclusive em fémeas de macaco-prego (Carnegie et al., 2011).
Sabe-se que, nesta fase do ciclo menstrual, também s&o registrados aumentos
expressivos nas concentracdes de testosterona e E2, que sdo essenciais para
ovulacéo (Fragaszy et al., 2004; Carnegie et al., 2005; Carosi et al., 2005; Rodrigues

et al., 2011), além de maior emissdo dos comportamentos sexuais (Carnegie et al.,
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2005; Carosi et al., 2005). Estas alteragfes hormonais e comportamentais estao
correlacionadas as alteracdes comportamentais exibidas por fémeas de macaco-
prego (Fragaszy et al., 2004; Carnegie et al., 2005; Carosi et al., 2005; Rodrigues et
al., 2011).

Em ratos, concentracfes elevadas de E2 conferem resisténcia ao estresse
(Koch et al., 2014). De acordo com Luine et al. (2007), ratas ooforectomizadas sao
mais ansiosas, e a reposi¢cao estrogénica reduz o estado de estresse neste grupo.
Desta forma, os estrogenos, principalmente o E2, podem assim ter um papel
fundamental no controle do estresse e dos niveis de cortisol, exercendo, entdo, um
papel ansiolitico no organismo. Este dado pode ser transposto para o estudo em
questdo, pois as macacas adultas também apresentaram maiores concentracdes de
E2 e reducdo de cortisol. Por outro lado, as jovens apresentaram menores
concentracdes de E2 e maiores de cortisol.

O estresse pode ser avaliado pelas alteracbes nos comportamentos
estereotipados e agonisticos dos animais. Ambos foram avaliados no presente
estudo. Embora estes comportamentos ndo tenham sido diferentes entre os grupos
das jovens e das adultas, é possivel notar que as jovens apresentaram,
numericamente, maiores expressdes destes comportamentos em todas as fases do
experimento. Além do mais, as fémeas jovens apresentaram maior taxa de
comportamentos estereotipados nas fases TT e WO (Figura 26), e estes sao
coincidentes aos maiores valores de cortisol (Tabela 9).

Foi também objetivo do nosso estudo avaliar a concentragcdo de outros
parametros fisioldgicos, possivelmente afetados pelos tratamentos ora utilizados, tais
como: TP, TTPa, plaquetas e fibrinogénio e também as concentracbes de
hemoglobina e de lipidios. E possivel observar que, na fase CHC, houve reducéo
dos TP e TTPa (Figura 27) e aumento do numero de plaquetas (Figura 28-A) para
ambos o0s grupos. Ja os valores de fibrinogénio ndo apresentaram diferencas (Figura
28-B). Reiteramos que o estrégeno presente na composi¢cdo do CHC pode trazer
alteracbes e até complicacbes na homeostase hemolitica (Ashraf et al., 2012;
Dragoman, 2014). Desta forma, os resultados do nosso estudo demonstram que
houve alteragcbes em alguns destes parametros (plaquetas, TP e TTPa),
independentemente da idade das macacas.

Os resultados demonstraram diferengcas nos TTPa e TP entre as fémeas

jovens e adultas, pois foi registrado menor tempo de TTPa nas fases LB, TT e WO
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(Figura 27-A) nas jovens, e de TP (Figura 27-B) nas fases LB e WO nas macacas
adultas. Sabe-se que o envelhecimento traz consequéncias a homeostasia
hemolitica. Entre as vérias alterac6es observadas durante o envelhecimento, como
as cardiovasculares, morfolégicas, entre outras, também pode-se acrescentar a
reducdo do tempo de formacédo de coagulos encontrados nos individuos idosos
(Bolliger et al., 2012). Evidencia-se, ainda, que a reducédo no tempo de coagulacéo
traz graves consequéncias ao sistema hemolitico, pois sdo observados aumentos na
concentracéo de fibrinogénio com o avancar da idade (Ferrucci et al., 2005; Bolliger
et al., 2012)

Embora nossos resultados ndo tenham demonstrado aumento na
concentracdo de fibrinogénio nas fémeas de macaco-prego, os TPPa e TP
apresentaram alteracdes entre os grupos das fémeas jovens e adultas de macaco-
prego. Este resultado reforca a ideia de que as macacas adultas, possivelmente,
estejam sofrendo mudancas fisiolégicas decorrentes do envelhecimento. Outra
justificativa para esta hipotese sédo os altos niveis de lipidios encontrados no grupo
das macacas adultas, visto que a concentracdo foi maior nas fases CHC, TT e WO.
Sabe-se que, nas mulheres, a concentracdo de lipidios é afetada tanto na
perimenopausa como na menopausa (Wiacek et al., 2001). Nestas fases, sdo
registrados aumento do peso corporal e elevacdo na concentracdo de lipidios
(Hagner et al., 2009).

Em suma, é possivel enfatizar que os resultados obtidos sobre a
concentracdo de E2, cortisol, TP, TTPa e lipidios indiguem diferencas entre as
fémeas adultas e jovens de macaco-prego. S8o necessarios, portanto, estudos que
avaliem estes resultados sem os tratamentos hormonais, uma vez que eles podem
comprometer os resultados. Porém, é possivel que as macaco-prego estejam
apresentando parametros fisiol6gicos senescentes, jA que tais resultados
corroboram os obtidos em ratas (Garrido et al., 2012) e em macacas rhesus (Gust et
al., 2000) e inclusive, em mulheres (Bolliger et al., 2012; Gust et al., 2000; Ferrari et
al., 2001; Garrido et al., 2012; Veldhuis et al., 2013). Deste modo, os resultados aqui
apresentados indicaram diferengcas em varios padrdes fisiolégicos das macacas que
possivelmente sdo decorrentes da idade. Assim, € possivel concluir que os efeitos
sobre os parametros fisiologicos e comportamentais da administracdo de CHC e de

T+CHC sejam semelhantes em fémeas jovens e adultas.
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9. CONCLUSOES

Com base em nosso conhecimento este estudo € o primeiro a descrever 0s
efeitos da administracdo de contraceptivo hormonal injetavel em fémeas de
macaco-prego. Da mesma forma, ndo temos conhecimento sobre outros estudos
gue tenham investigado o uso de testosterona associado ao contraceptivo
hormonal neste tipo de modelo animal, uma vez que ndo ha na literatura outros
resultados descrevendo tais efeitos, na espécie aqui estudada. Nesse sentido,
nossos resultados séo relevantes para melhor compreensdo dos mecanismos de
acao do tratamento isolado de contraceptivo hormonal, assim como a associacao
dos tratamentos de testosterona ao contraceptivo sobre os parametros fisiolégicos
e comportamentais considerando as similaridades fisiolégicas, que estas macacas

compartilham com mulheres.

Com base na metodologia empregada e nos resultados obtidos podemos

considerar que:

I. Foi observado um efeito do tratamento de CHC nos parametros fisioldgicos
das macacas, uma vez que as concentracdes de E1 foram reduzidas e as E2
mantiveram-se constantes. De forma similar aos efeitos da administracdo de
CHs em mulheres, foram observadas alteracbes nos parametros de
coagulacdo sanguinea (e.g. numero de plaguetas e nos tempos de
protrombina e tromboplastina) nas fémeas de macaco-prego submetidas ao
tratamento com CHC, o que aponta para o uso da espécie como modelo
vidvel para estudos futuros sobre o tema.

.  Mesmo que reduzida se comparada a outros estudos (Tavares et al., 2007;
Topic et al.,, 2007) a dose de testosterona associada ao CHC promoveu
mudancas nas concentracdes dos esteroides E1, T, DHT e cortisol. Todos
estes parametros apresentaram aumentos para as fémeas tratadas nos
grupos experimental e controle contrabalanceados.

lll.  As concentracOes de E2 mantiveram-se, praticamente, constantes em todas
as fases dos experimentos. Acreditamos que o E2 tenha permanecido nestas

condi¢des devido ao tratamento do CHC. Muito embora n&o se possa excluir
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a possibilidade, que tenha havido conversdo extragonadal de testosterona em
E2.

Foi observado efeito prolongado nas concentragbes de testosterona e de
cortisol em ambos os grupos. Nesse sentido, é possivel que nao haja
necessidade da administracéo diaria de testosterona, visto que, mesmo apos
10 dias, ainda sédo verificados o aumento de sua concentracdo em nivel
plasmético.

E razoavel supor que tenha havido uma comunicacdo quimica, entre as
fémeas de macaco-prego, por meio de pistas olfativas com o aumento das
concentragbes dos esteroides. Possivelmente, o aumento dos esteroides
verificado para o grupo tratado com testosterona tenha sido percebido pelo
grupo de comparacgao, ou seja, que as fémeas tenham se utilizado de pistas
qguimicas na comunicacao intraespecifica. Sabe-se que o0s primatas
comumente comunicam-se por meio dos feromonios, que séo liberados pela
urina, saliva, fezes e pele (Phillips et al., 2011).

Os tratamentos a base do contraceptivo isolado ou do contraceptivo
associado a testosterona intranasal nas fémeas de macaco-prego jovens e
adultas parecem ter apresentado efeitos analogos, visto que
independentemente da idade, ambos os grupos apresentaram semelhancas
nos parametros fisiolégicos e comportamentais, guardadas as diferencas em
termos dos parametros fisiolégicos de E2, cortisol, TP, TTPa e lipidios das

fémeas adultas como indicativos de senescéncia.

Finalmente, baseado nos resultados obtidos neste trabalho, pode-se
afirmar que os tratamentos de CHC e de testosterona associado ao CHC
promoveram alteragdes fisioldgicas e comportamentais relevantes nas fémeas
de macaco-prego estudadas. Entretanto, € preciso considerar alguns fatores
gue podem ter influenciado esses resultados e que merecem novas

investigacoes:
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Embora a concentracdo de 0,24 p/ml de testosterona utilizada nas macacas
estudadas fosse inferior a utilizada em estudos prévios desenvolvidos pelo
Nosso grupo de pesquisa com a mesma espécie (0,48 u/ml) (Tavares et al.,
2007 e Topic et al, 2007), os nossos resultados hormonais e
comportamentais foram similares aos destes estudos futuros, tais alteracdes
podem ser indicios de doses supra-fisioldgicas. Sendo assim, sé&o
necesséarios estudos que avaliem os efeitos de concentracbes menores de
testosterona sobre estes parametros.

Um fator importante que merece atencdo é a idade das fémeas adultas do
CP, uma vez que os resultados das andlises fisiologicas podem ser
deturpados, caso ndo seja considerada esta variavel. Nesse sentido, séo
necessarias analises dos padrdes fisioldégicos indicativos de senescéncia das
fémeas adultas do CP-UnB, pois € possivel que estas macacas tenham idade
superior a nossa estimativa.

Por ultimo, o fato de fémeas de macaco-prego usarem pistas olfativas pode
ser um fator que influenciou nos resultados hormonais e comportamentais.
Nesse sentido, sdo necessarios estudos que busquem minimizar esta
comunicacdo. Para fins de estudos subsequentes € importante que ambos os
grupos experimentais e controles sejam submetidos simultaneamente ao
tratamento a base de testosterona ou que elas sejam mantidas em cativeiro

de modo, que possa impedir essa possivel forma de comunicacao.
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