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RESUMO

O climatério caracteriza-se por um estado hormonal alterado e, frequentemente, por uma
diminui¢do na qualidade de vida, devido ao aparecimento de sintomas que podem causar um
desconforto significativo para algumas mulheres e um dos principais sintomas ¢ o fogacho.
Por isso, a comunidade cientifica tem buscado novas alternativas medicinais como, por
exemplo, a utilizagdo de plantas medicinais ricas em substancias capazes de amenizar os
efeitos da falta de estrogénio. Baseado nisso, o presente estudo visa avaliar o efeito do
tratamento cronico com o derivado da Cannabis sativa, canabidiol, nos sintomas da
menopausa em modelo animal. Para a realizagdo do experimento os animais foram divididos
em 5 grupos: Falso operado (SHAM) tratado com 6leo mineral; Ovariectomizados tratados
com 6leo mineral (OVX VEIC); Ovariectomizados tratados com 1mg/kg de estrogénio (OVX
E2); Ovariectomizados tratados com 10mg/kg de canabidiol (OVX CBD); Ovariectomizados
tratados com microdose de estrogénio (0,5mg/kg) e canabidiol (5mg/kg) (OVX CBD E2).
Durante o tratamento (15 dias) foram mensuradas ciclo estral, peso corporal e mensuragao da
temperatura corporal. Ao término avaliou-se os parametros bioquimicos séricos, hormonais e
histologicos das amostras. O grupo OVX VEIC apresentou alteragdes significativas em
relacdo ao peso corporal, colesterol total e nos marcadores hormonais FSH e estrogénio.
Ademais, foi o grupo que apresentou maior atrofia uterina dentre os ovariectomizados. Foi
observado também um aumento na temperatura caudal cutanea em relagdo aos demais grupos.
O grupo OVX E2 melhorou significativamente esses efeitos deletérios decorrentes da
deplegdo de estrogénio em comparagdo com o grupo OVX VEIC. O grupo OVX CBD
apresentou um aumento no colesterol total, consumo de ragao e peso corporal e no marcador
hormonal estrogénio. A atrofia uterina foi levemente menor do que o grupo OVX veiculo e
em relacdo ao ciclo estral observou-se que houve uma permanéncia de 58,3% na fase estro.
Dentre os grupos ovariectomizados o grupo tratado com CBD foi o que apresentou a menor
variagdo de temperatura O grupo OVX CBD E2 apresentou alteracdes significativas em
relagdo ao peso corporal, consumo de ragdo, peso do tecido adiposo, colesterol total e nos
niveis de estrogénio. Em relagdo a atrofia uterina essa atrofia foi significativamente mais
reduzida em comparacao a todos os outros grupos submetidos a ovariectomia e apresentou
ciclicidade de 57,14% na fase estro. Portanto, ¢ possivel concluir que a administracdo da
associacao de CBD com estrogénio apresentou resultados favoraveis em relacdo a reversao de
alguns quadros comuns na menopausa como a diminui¢do do peso corporal, reversdo da
atrofia uterina, diminui¢ao do tecido adiposo e colesterol total e ainda em relagdo a inducao
de fogacho apresentou significancia estatistica quando comparado com o grupo SHAM.
Assim, novos estudos devem ser realizados para explorar os mecanismos relacionados a esses
dados encontrados no presente estudo.

Palavras chaves: Menopausa; canabidiol; Climatério



ABSTRACT

The climacteric is characterized by an altered hormonal state and, frequently, by a decrease in
the quality of life, due to the appearance of symptoms that can cause significant discomfort
for some women and one of the main symptoms is hot flushes. Therefore, the scientific
community has been looking for new medicinal alternatives, such as the use of medicinal
plants rich in substances capable of mitigating the effects of the lack of estrogen. Based on
this, the present study aims to evaluate the effect of chronic treatment with the derivative of
Cannabis sativa, cannabidiol, on menopausal symptoms in an animal model. To carry out the
experiment, the animals were divided into 5 groups: Sham operated (SHAM) treated with
mineral oil; Ovariectomized patients treated with mineral oil (OVX VEHIC); Ovariectomized
patients treated with Img/kg of estrogen (OVX E2); Ovariectomized patients treated with
10mg/kg of cannabidiol (OVX CBD); Ovariectomized patients treated with a microdose of
estrogen (0.5mg/kg) and cannabidiol (5Smg/kg) (OVX CBD E2). During treatment (15 days)
the estrous cycle, body weight and body temperature were measured. At the end, the serum,
hormonal and histological biochemical parameters of the samples were evaluated. The OVX
VEHIC group showed significant changes in body weight, total cholesterol and hormone
markers FSH and estrogen. Furthermore, it was the group that presented the greatest uterine
atrophy among the ovariectomized patients. An increase in the cutaneous caudal temperature
was also observed in relation to the other groups. The OVX E2 group significantly improved
these deleterious effects of estrogen depletion compared to the OVX VEHIC group. The OVX
CBD group showed an increase in total cholesterol, feed intake and body weight and in the
hormone marker estrogen. Uterine atrophy was slightly lower than the vehicle OVX group
and in relation to the estrous cycle, it was observed that there was a permanence of 58.3% in
the estrus phase. Among the ovariectomized groups, the CBD-treated group had the lowest
temperature variation. The OVX CBD E2 group showed significant changes in body weight,
feed intake, adipose tissue weight, total cholesterol and estrogen levels. Regarding uterine
atrophy, this atrophy was significantly reduced compared to all other groups submitted to
ovariectomy and presented cyclicity of 57.14% in the estrus phase. Therefore, it is possible to
conclude that the administration of the association of CBD with estrogen presented favorable
results in relation to the reversal of some common conditions in menopause, such as the
decrease in body weight, reversal of uterine atrophy, decrease in adipose tissue and total
cholesterol and also in relation to hot flush induction was statistically significant when
compared with the SHAM group. Thus, new studies must be carried out to explore the
mechanisms related to these data found in the present study.

Keywords: Menopause; Cannabidiol; Climacteric.
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1 INTRODUCAO

O climatério caracteriza-se por um estado hormonal alterado e, frequentemente, por
uma diminui¢do na qualidade de vida, devido ao aparecimento de sintomas que podem causar
um desconforto significativo para algumas mulheres. Atualmente, com o aumento da
expectativa de vida, as mulheres transcorrem um terco de suas vidas no climatério, que pode
estender-se dos 35 aos 65 anos de idade (MOREIRA, 2014).

Este periodo consiste na transicdo da fase reprodutiva da mulher para a fase nao
reprodutiva, com o declinio gradual da fun¢do ovariana e a instalacdio da menopausa. O
diagnostico da menopausa ¢ determinado pelo tltimo fluxo menstrual seguido de doze meses
de amenorreia, constituindo um evento que ocorre durante o climatério (CHEDRAUI, 2010).

O estrogénio atua em diferentes tecidos como mama, tecido adiposo, epitélio vaginal,
parede uterina e osso. Ademais, também estd envolvido na ingestdo alimentar, metabolismo,
sistema cardiovascular, perfil lipidico entre outros. Por meio da sua diminui¢do ocorrem
diversos sintomas no organismo que sao observados principalmente no quadro da menopausa
(ALMEIDA et al, 2017). Os sintomas mais comumente apresentados incluem fogachos,
suores noturnos, palpitacdes e cefaleias. Somam-se mudangas no metabolismo 0sseo,
cardiovascular e manifestagcdes psicologicas como a depressao, irritabilidade, fadiga e perda
da libido (MALHEIROS et al., 2014).

Os fogachos sdo os sintomas mais comuns ocorrendo em mulheres que estdo na
menopausa associada a idade ou a cirurgia de remogao de ovarios. Esse sintoma se manifesta
com o transitorio aumento da temperatura da pele que estd associado a vasodilatagdo cutanea
e uma subsequente reducdo dréstica da temperatura corporal. Diversas evidéncias sobre os
fogachos sugerem que a instabilidade do sistema vasomotor associado com uma significativa
reducdo de estrogénio sdo os responsdveis por esse sintoma. No endotélio, o estrogénio
aumenta a producdo e a liberagdo de 6xido nitrico (N.O.) por aumentar a atividade da N.O,
sintese endotelial e ou expressdo relacionada ao gene. Isso sugere que os mecanismos
mediados via NO estdo envolvidos na disfungdo vasomotora na menopausa (SHUTO et al,
2001).

A terapia de reposicdo hormonal sintética foi a primeira escolha de tratamento para
mulheres que buscam minimizar os sintomas desencadeados pela falta de estrogénio. No
entanto, com o passar do tempo descobriu-se algumas restricdes a respeito do seu uso
principalmente no que diz respeito a mulheres com historico familiar de cancer de mama e

utero. Por isso, a comunidade cientifica tem buscado novas alternativas medicinais como, por
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exemplo, a utilizagdo de plantas medicinais ricas em substincias capazes de amenizar os
efeitos da falta de estrogénio (LORAND et. al. 2010).

Cannabis (Cannabis sativa) ¢ uma das plantas medicinais mais antigas a serem
utilizadas das mais diversas formas na histéria humana, mas nao foi até 1964 que o mais
abundante e o principal psicoativo constituinte da Cannabis sativa, A9-tetrahidrocanabinol
(THC), e, posteriormente, o seu segundo mais abundante o canabidiol (CBD) foram
identificados (DESPRES, 2007).

H4 milhares de anos os fitocanabinoides ja sdo usados para tratar diversas
comorbidades, dores menstruais, constipacdo e até mesmo reumatismo. Nos tempos atuais
sabe-se que os canabindides possuem varios efeitos como catalepsia, hipotermia, anti-
inflamatorio, antinocicepcao (PERTWEE, 2008). Com isso, cada dia essas substancias passam
a ser objetos de estudo na comunidade cientifica e ja foi relatado com o seu potencial para
varias aplicagdes terapéuticas como, por exemplo, ansiedade (SETHI er al.,1986) e
transtornos do humor (BAMBICO et al., 2009).

Baseado nisso, o presente estudo visa avaliar os efeitos do uso do derivado da planta
Cannabis sativa, o canabidiol como possivel tratamento para os sintomas da menopausa em
modelos animais.

Desfechos negativos causados pela deplecdo estrogénica poderia desempenhar um
papel nas mudancas fisioldgicas associadas ao climatério, e o tratamento com derivado da

Cannabis sativa ( Canabidiol ) poderia atenuar esses efeitos.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 CLIMATERIO

O climatério ¢ caracterizado pela transi¢do da fase reprodutiva para a fase ndo
reprodutiva da mulher sendo o marco desse processo a menopausa. Nessa fase ocorre a
redug¢do dos niveis de estrogénio e aumento dos niveis de progesterona (DUNNERAM;
GREENWOOD; CADE, 2019).

Normalmente, as mulheres em idade reprodutiva produzem trés classes de esteroides
sexuais: estrogenos, progestinas e androgénios. A maioria desses esterdides sdo secretados
pelo corpo luteo. Os androgénios sdo precursores dos estrogénios e sdo relacionados a libido e
a massa muscular ¢ desenvolvimento do foliculo ovariano. Dentre os estrogenos temos o
estradiol ou 17f-estradiol que ¢ o mais potente estrogénio (OLIVEIRA, 2016).

A menopausa e o climatério sdo eventos normais e fisioldgicos, porém, podem
desencadear inumeros eventos negativos no organismo feminino como, por exemplo,
irregularidades menstruais, sintomas vasomotores, insonia, instabilidade do humor, atrofia
urogenital, osteoporose, doengas cardiovasculares, cancer e problemas cognitivos (SILVA; DE
OLIVEIRA, 2021).

Segundo a North American Menopause Society — NAMS (2013) a menopausa pode ser
dividida em 3 etapas: perimenopausa, menopausa natural € pds menopausa. A perimenopausa
¢ o intervalo de tempo antes da menopausa normal e onde ocorrem as primeiras alteracdes
corporais, a menopausa natural ocorre naturalmente por volta dos 51 anos e ¢ confirmada apds
12 meses sem mestruagdo ja a pés-menopausa ¢ o periodo depois da menopausa.

Os sinais fisicos mais comuns apresentados por mulheres na perimenopausa sao:
periodos menstruais irregulares, fogachos, secura vaginal, distarbios do sono e oscilagdes de
humor. Nesse sentido, esses diversos sinais sdo reflexos de alteracdes hormonais ovarianas
como, por exemplo, a diminui¢ao do estrogénio. Na poés-menopausa devido ao corpo produzir
pouco estrogénio ainda podem surgir sintomas como secura vaginal e fogachos e por isso, o
risco de desenvolvimento de doencgas associadas ao hipoestrogenismo sdo aumentados como
doengas cardiovasculares e osteoporose (NAMS, 2013; MALHEIROS et al., 2014).

De acordo com a Oficina do Envelhecimento do sistema Reprodutivo (STRAW) a
perimenopausa compreende trés estagios: o primeiro ¢ a transicdo menopausica que se

designa pela irregularidade do ciclo menstrual de forma persistente; o segundo ¢ a transi¢ao
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tardia que ¢ o intervalo entre a amenorreia igual ou superior a 60 dias nos 12 meses anteriores;
o terceiro ¢ a pds-menopausa precoce que ¢ 1 ano apos o periodo menstrual final (HARLOW

etal., 2012).
2.1.1 Fisiologia do climatério

Na adolescéncia, o inicio do periodo fértil e a ciclicidade hormonal ¢ marcada pela
presenca dos hormodnios estrogénios e progesterona e, consequentemente, da-se inicio a
menstruacdo. No entanto, a menopausa ¢ caracterizada pela parada da menstruagdo, pois os
ovarios irdo deixar de produzir esses hormoénios fazendo com que todos os beneficios
desencadeados por eles como, por exemplo, a vivacidade e a possibilidade de gravidez sejam
paradas (GRAEEF et al., 2012).

A Organiza¢do Mundial da Satide (OMS) define o climatério como uma fase bioldgica
de transi¢do entre o periodo reprodutivo para o nao reprodutivo da mulher e a menopausa,
marco dessa fase, corresponde ao ultimo ciclo menstrual, sendo somente reconhecida depois
de 12 meses, e ocorre, em média, aos 51 anos (BAKER et al, 2018; PIECHA et al., 2018;
PRAKAPENKA; BIMONTE-NELSON, 2018). No entanto, algumas mulheres iniciam esse
periodo antes dos 40 anos de idade, caracterizando a menopausa precoce (DAAN et al.,
2016). Assim, para se entender melhor o climatério faz-se necessario conhecer a fisiologia do
ciclo ovariano.

Inicialmente, a mulher possui uma reserva de aproximadamente 400.000 foliculos
ovarianos. No entanto, esse numero reduz gradualmente a uma taxa de 1000 foliculos por més
durante o seu ciclo fértil até a extingdo completa (PERHEENTUPA; HUHTANIEMI, 2009).
A pré-menopausa € o periodo de cinco anos antes da menopausa. Nesse momento ocorrem
diversas mudangas hormonais e, posteriormente, ocorre a indu¢do da peri-menopausa, fase
essa caracterizada pela desregulagdo menstrual, ocasionando, dessa forma, periodos mais
longos e curtos e alguns sintomas desconfortaveis (MANICA; BELLAVER; ZANCANARO,
2019; OLIVEIRA et al., 2016).

A quantidade de foliculos ¢ reduzida proximo aos 35 anos de idade. Com isso, ha uma
diminui¢do na maturacdo e queda da fertilidade e, por volta dos 40 anos, aparecem alguns
sintomas provenientes do fim da pré-menopausa e inicio do climatério. E nessa fase que
ocorre uma desregulagdo no ciclo menstrual, os foliculos sdo comprometidos e ocorre uma
baixa maturacdo de ovdcitos. A pds-menopausa ocorre 12 meses apds a menopausa

(TRELOAR, 1981; PRIOR, 1998).
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Figura 1: Perda da fungdo ovariana na menopausa
Fonte: Davis et al., 2015

O Hormoénio liberador de gonadotrofina (GnRH) (Figura 1), produzido pelo
hipotdlamo e secretado pela hipofise, ¢ responsavel pela liberacdo de gonadotrofinas:
Hormonio Foliculo Estimulante (FSH) e o Horménio Luteinizante (LH) que, posteriormente,
sdo transportados para os ovarios onde irdo desenvolver suas atividades no ciclo reprodutivo.
No ovdrio, existem dois principais tipos de células: célula da Teca e célula da granulosa. Essas
sdo as principais células ovarianas que interagem com as gonadotrofinas. Nesse sentido, o
FSH interage diretamente com as cé€lulas da granulosa enquanto que o LH liga-se aos
receptores das células tecais ativando a sintese de androstenediona. Por outro lado, a ativacao
do metabolismo do estrogénio e desenvolvimento de foliculos ovarianos se da pelo FHS
(BRUCE; RYMER, 2009).

Posteriormente, o foliculo ¢ rompido e o ovocito ¢ liberado, transformando-se em

corpo luteo que € responsavel por liberar progesterona e inibina A e B. Com isso, ocorre o
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feedback negativo e os niveis de LH e FSH sao reduzidos pela hipofise (HALL, 2004).
2.1.2 Alteracdes fisiologicas desencadeadas pelo climatério

Com a transicao do climatério para a menopausa acaba ocorrendo diversas disfungdes
no ciclo menstrual por conta da diminui¢ao dos niveis de estrogénio (Figura 2) desencadeando
a hipermenorréia que ¢ quando o sangramento dura mais de cinco dias; hipomenorreia que ¢
quando dura menos de dois dias; de menorragia caracterizado por um sangramento de grande
fluxo; oligomenorreia que ¢ quando ocorre pouca quantidade de sangue; proiomenorreia
quando o sangramento pode ocorrer de 20 a 25 dias; de polimenorréia: quando o sangramento
se repete a cada 15 dias; e de opsomenorreia, quando o intervalo do sangramento ¢ de 35 a 40
dias (LEAL; RIBEIRO, 2014).

O estrogénio atua na ciclicidade da mulher e, com a chegada da menopausa, a caréncia
desse hormonio resulta em alteragdes morfofisiologicas e celulares relevantes modificando a
secre¢ao de alguns hormonios como, por exemplo, a leptina (NG, YONG; CHAKRABORTY,
2010).

Ademais, estudos também evidenciam que devido a falta estrogénica e,
consequentemente, o excesso de gordura abdominal, pode ocorrer o desenvolvimento de
intolerancia a glicose na menopausa podendo desenvolver diabetes por resisténcia a insulina
(ORSATT: et al., 2008). Alteragdes no perfil lipidico também estdo presentes na menopausa o
que acaba propiciando o surgimento de distirbios cardiovasculares.

As complicacdes cardiacas podem ser desencadeadas devido as alteragdes no perfil
lipidico que sdo caracterizadas pelo aumento dos triglicerideos LDL (Lipoproteina de baixa
densidade) e diminuicdo de HDL (Lipoproteina de alta densidade) que sdo proporcionadas
pela diminuicdo dos niveis de estrogénios (DIAS et al, 2011). O Estrogénio apresenta
radicais hidrofenolicos em sua estrutura e, por isso, tem agdo antioxidante. Assim, neutraliza
os radicais livres e impede a oxida¢do de LDL inibindo a formacdo da placa aterosclerdtica
(MORGAN-MARTINS, 2003; MORGAN-MARTINS et al.,, 2011).

Paralelo a isso, o estrogénio também tem papel fundamental no metabolismo 6sseo,
pois ¢ um importante regulador da atividade osteoblastica mantendo a integridade da massa
Ossea. Nesse cenario, ocorre também, consequentemente, o aumento da atividade dos
osteoclastos que acabam reduzindo os niveis de calcitonina, o que resulta na perda da massa
ossea e osteoporose (AMADEI et al., 2006).

Nessa fase a atividade dos inibidores da monoamina oxidase (IMAOs) também ¢
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aumentada devido a queda de estrogénio e, consequentemente, ocorre a degradacdo de
neurotransmissores que sdo chave do humor, modulacdo da fome e saciedade como, por
exemplo, a serotonina, dopamina, epinefrina e norepinefrina prejudicando as conexdes

sinapticas (SILVA, 20006).
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Figura 2: Vias pelas quais a deplecdo de estrogénio na menopausa afeta adversamente a sadde.
Fonte: Davis et al., 2022

Existem diversos receptores estrogénicos em grande parte do cérebro como, por
exemplo, no hipotdlamo, amigdala, hipocampo, locusceruleos e lobo frontal, por isso devido
ao declinio do estrogénio acaba ocorrendo alteragdes no perfil cognitivo da mulher, no humor,
memoria e sono (ALDRIGHI; HUEB; ALDRIGHI, 2014; NASSIF et al., 2005; ROSA-E-
SILVA; SA, 2006). Também ocorrem algumas alteragdes sexuais e urogenitais tais como o

ressecamento vaginal e incontinéncia urinaria (LEAL; RIBEIRO, 2014).
2.1.3 Terapia de Reposi¢do Hormonal

Apesar de estar disponivel ha mais de 60 anos a Terapia de Reposicdo Hormonal ainda

¢ um tema controverso gerando diversas opinides dividindo a comunidade cientifica entre
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defensores e criticos uma vez que a linha é ténue entre os beneficios e maleficios
desencadeados por essa terapia. Portanto, trata-se de um assunto de extrema relevancia
devendo ser avaliada e estudada ainda mais pela comunidade cientifica. O uso irracional da
Terapia de Reposicdo Hormonal pode além de levar o paciente a utilizar substancias que nao
causam o efeito esperado como também pode levar a efeitos indesejaveis que podem
comprometer a saide da Mulher.

Os estudos randomizado de grande abrangéncia do Heart and Estrogen/Progestin
Replacement Study (HERS) e o Women's Health Initiative (WHI) chegaram a conclusao
que a incidéncia de doenca corondria ndo foi reduzida por meio do tratamento com
estrogenos equinos conjugados associados ao acetato de medroxiprogesterona, ao contrario,
aumentou a ocorréncia de eventos tromboembolicos e doengas renais (HULLEY ef al., 1998).
Devido a elevada incidéncia de cancer invasivo como, por exemplo, o de mama que foi
identificado nas voluntarias participantes do estudo que utilizaram estrégenos associados a
progestina o estudo realizado por WHI foi interrompido (HOLT-WALDO NY et al., 2007).

A terapia de reposicdo hormonal aumenta significativamente os riscos de
tromboembolismo, o que pode ser aumentado pela ocorréncia da obesidade, trombofilia,
cirurgia e imobilizagdo. Estudos evidenciam que a terapia combinada com estrogeno mais
progesterona aumenta o risco de tromboembolismo quando comparado com a monoterapia
estrogénica (ROZENBERG S et al., 2013). O risco do evento tromboembolico ¢ maior por via
oral da associacdo de estrogénio e progesterona durante o primeiro ano de reposi¢ao (VIEIRA
et al., 2007).

Em mulheres idosas com doenca vascular pré-existente a TRH nao consegue reduzir
os riscos de Acidente Vascular Encefalico (AVE). Além da idade, o risco de AVE pode estar
diretamente relacionado com a dose e via de administragdo do estrogeno e da associacdo com
progestagenos (LOBO RA et al., 2013).

Os estrogenos podem ser classificados entre sintéticos e naturais. Os sintéticos ndo sao
oxidados pela desidrogenase que oxida o 17-b estradiol o que causa efeitos indesejaveis
independente da via de administragdo. Dessa forma, seu uso torna-se restrito aos
anticoncepcionais orais sendo os principais: o etinilestradiol, mestranol, quinestrol e
dietilestilbestrol. Ja os naturais sdo os mais utilizados na TRH quanto aos estrogénios naturais
sdo os estrogénios conjugados e o estradiol transdérmico ou percutaneo, seguidos pelo
valerianato de estradiol e o estradiol micronizado (NEVES et al., 2009).

Ademais, existem alternativas terapéuticas como por exemplo a Tibolona que ¢ um
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esteroide sintético utilizado em diversos paises para tratar sintomas da menopausa. A tibolona
ameniza os sintomas vasomotores, melhora a atrofia urogenital e previne a perda de massa
ossea, além de melhorar a libido e elevar o LDL por conta do seu perfil androgénico
(PARDINI, 2014).

Paralelo a isso, tem-se também a utilizagdo do Raloxifeno que possui efeito
estrogénico no 0sso € na circulacdo, efeito antiestrogénico na mama e utero. Porém, nao
possui agcdo nos sintomas vasomotores podendo at¢é mesmo grava-los. Dessa forma, a sua
principal recomendag¢do ¢ para o tratamento preventivo de osteoporose poOs-menopausica.
Ademais, assim como o estrogénio o raloxifeno também aumenta o risco de AVE e

tromboembolismo (PARDINI, 2014).
2.2 CANABINOIDES
2.2.1 Cannabis sativa

Estudos indicam que a Cannabis sativa estava presente ha 11.400 anos na época do
Holoceno na Asia central (TARASOV et al., 2007; CLARKE; MERLIN, 2013). Os primeiros
usos evidenciados dessa planta datam de 10.000 anos no Japdo (OKAZAKI et al., 2011) e
cerca de 4.000 anos na China (JIANG et al., 2006). Por meio da domesticagdo humana e para
se adaptar a diversidade de climas a Cannabis era muito utilizada como fibra, alimento e
planta medicinal pelos Xamas (PISANTI; BIFULCO, 2019).

A Cannabis sativa pertence a familia Moraceae (cAnhamo da India) e cresce
livremente principalmente nas regides tropicais e temperadas. Essa planta ¢ didica, pois
possuem tanto espécie masculina como feminina e pode ser designada de varias formas ao
redor do mundo: marijuana, hashish, charas, bhang e sinsemila (HONORIO, 2006). Na
Cannabis sativa, mais precisamente nas folhas onde estdo localizados os pélos secretores na
espécie feminina, existem glandulas de resina que cont¢ém uma grande quantidade de
canabindides que sdo compostos quimicos ativos dessa planta (ZUARDI AW, 2008).

A Cannabis Sativa ¢ uma das plantas medicinais mais antigas do mundo. Essa planta
contém mais de 420 constituintes diferentes e mais de 60 fitocanabinoides dos quais estdo
presentes o Delta-9-tetrahidrocanabinol (THC), que ¢ um dos mais psicoativos, canabidiol
(CBD) e o canabinol (CBN). Esses canabinoides sdo cada vez mais objeto de interesse entre
os pesquisadores visto que possuem uma grande variedade de propriedades curativas.

Assim, na década de 1930 foram isolados os primeiros compostos canabinoides: o
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canabinol (CBN), seguido do canabidiol (CBD). Apds a sua descoberta somente na década de
60 o cientista israclense Rafael Mechoulan determinou a estrutura quimica do CBD além de

isolar outro composto com propriedade psicoticomimética, o A9 - tetrahidrocanabinol (THC)

(PAIN, 2015).
2.2.2 Sistema endocanabinoide

Devido ao grande interesse em descobrir mais componentes da Cannabis sativa varios
outros canabinoides foram isolados e, consequentemente, houve a descoberta do Sistema
Endocanabinoide (SE). O sistema endocanabinoide ¢ composto por uma cadeia de receptores
que podem ser encontrados em toda a estrutura corporal. Grande parte dos receptores
canabinoides (CBs) s3o encontrados no sistema nervoso, porém também estdo presentes na
pele, ossos e tecido conjuntivo. Com o intuito de atingir a homeostase no corpo esses
receptores juntamente com a acdo dos endocanabinoides presentes no organismo realizam a
neurotransmissao.

Existem dois tipos de receptores canabinoides identificados até o momento, CBI1 e
CB2. O CBIl quando ativado origina os efeitos sobre a circulagdo e a psique sendo
encontrados, principalmente em neurdnios do cérebro, medula espinhal e sistema nervoso
periférico, embora também estejam presentes em certos 6rgaos e tecidos periféricos, como
glandulas enddcrinas, glandulas salivares, leucdcitos, bago, coragdo e em certas areas dos
orgaos reprodutivos, urindria e gastrointestinal.

Apbs a descoberta desses receptores especificos para canabinoides sugeriu-se que
substancias endogenas que se assemelhavam a canabinoides também poderiam estar presentes
no cérebro. Dessa forma, descobriu-se que além dos receptores canabindides (CB1 e CB2)
esse sistema também ¢ constituido pelos ligantes endogenos anandamida (AEA) e 2-
araquidonoil glicerol (2-AG), enzimas de sintese e degradacdo dos ligantes e pelo
transportador de anandamida (FOWLER, 2012).

Em 1992, a N-araquidonoil-etanolamida ou anandamida (AEA), primeiro agonista
endogeno de ambos os receptores, foi isolado e identificada. Em seguida, outro ligante foi
isolado e chamado de 2-araquidonilglicerol (2-AG) (MATSUDA et al., 1990; DI MARZO et
al., 1994, HOWLETT, 1998). Atualmente, existem cinco endocanabindides identificados: a
anandamida (N-aracdonil-etanolamina, AEA), o 2-aracdonilglicerol(2-AG), noladina,
virodamina e N-aracdonil dopamina, dos quais AEA e 2-AG s3o os mais estudados

(MARCO EM, 2012).
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Esses receptores, CB1 ¢ CB2, fazem parte da familia de receptores acoplados a
proteina G. O CBI1 ¢ considerado o receptor acoplado a proteina G mais abundante nas
estruturas cerebrais. Ja os receptores CB2 estdo localizados em células do sistema imune,
tecido pulmonar, rins e figado (IANNOTTI et al., 2016; AIZPURUA-OLAIZOLA et al,
2017). Os endocanabindides sdo produzidos por derivados de fosfolipidios e possuem um
importante papel na modulacdo de neurotransmissao agindo como transmissores retrogrados
em varios processos fisioldgicos como: dor, cogni¢ao, regulagdo do sistema endocrino, fungao

metabolica entre outros (MARCO EM, 2012).
2.2.3 Delta-9-Tetrahidrocanabidinol

O principal canabindide ¢ o componente A9-tetrahidrocanabinol (A9-THC) (figura 3)
que possui agdo psicoativa da planta e foi identificado pela primeira vez em 1964. O A9-THC
atua, principalmente, sobre o cérebro e ¢ responsdvel pela inducdo de alguns sintomas
psicoticos. Atualmente, ¢ muito utilizado para tratar nduseas e vomitos que costumam ocorrer
em tratamentos de cancer e ajuda a aumentar o apetite € a manter o peso de pacientes com
pacientes com Sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) (SILVA AS, 2005).

Alguns estudos evidenciam alguns efeitos adversos do THC o que acaba limitando o
seu uso como, por exemplo, pode destruir as células imunitarias e tecidos do corpo humano.
Além disso, pode apresentar disforia, alucinacdes, pensamento anormal, despersonalizagdo e
sonoléncia. Em 1980, foi demonstrado que o THC apresentava um aumento significativo na
ansiedade e outros estudos mostraram que seus efeitos estavam correlacionados com uma
diminui¢do na atividade do cérebro no planejamento de atividades, modulando a fungao

motora e execugdo de tarefas (NIESINK RJM, 2013).
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A%-Tetrahydrocannabinol

Figura 3: Estrutura quimica do [09-Tetraidrocanabinol

Fonte: Google imagens

2.2.4 Canabidiol

O Canabidiol (figura 4) representa cerca de 40% da Cannabis sativa sendo, dessa
forma, o segundo componente mais prevalente na planta depois do tetrahidrocanabinol
(THC). Esse composto tem afinidade relativamente baixa para receptores CB
(PERTWEE1997; PERTWEE et al,, 2010). O CBD nao esta relacionado com os efeitos
psicoativos e pode atuar de forma indireta na ativagdo dos receptores CB1 e CB2, pois
demonstra pouca afinidade nesses (ADAMS RHM, 1940).

O CBD apresenta uma farmacologia complexa e possui um grande arsenal de
propriedades antipsicdticas, reguladoras do sono, antidepressivas, ansioliticas, estabilizadoras
do humor, antieméticas, antiepilépticas, anti-inflamatoérias e analgésicas. Assim, diversos
estudos propdem que os efeitos agudos sdo dependentes da facilitagdo da neurotransmissdo
que ¢ mediada pelo receptor de serotonina em locais relacionados a defesa (CRIPPA, 2018).

Alguns estudos, em 1970, sugeriram que o CBD seria um canabino6ide nao ativo, pois
ndo apresentava os mesmos efeitos da maconha. Porém, essa visdo mudou quando se
percebeu que a atividade de diferentes extratos da Cannabis sativa variavam. Portanto, esse
fato levantou a possibilidade de que outros canabinoides poderiam interferir nos efeitos do
tetrahidrocanabinol. Por isso, alguns estudos relacionados com a interagdo entre canabinoides
evidenciaram que, dependendo da propor¢ao e dose entre os canabinoides, o CBD bloqueou e
potencializou os efeitos do tetrahidrocanabinol (CRIPPA, 2018).

Um estudo realizado por Rottanburg et al, (1982) sugeriu que a alta incidéncia de
psicose que estavam relacionadas com a Cannabis sativa ocorria devido ao alto teor de THC e

auséncia de CBD nas variantes da Cannabis sativa na Africa do Sul. Por isso, estudos
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verificaram que o CBD bloqueou o THC a ser convertido para um composto mais psicoativo
11 - hidroxi — THC (NIESINK RJM, 2013). Dessa forma, os primeiros a propor um efeito
protetor do CBD nas psicoses induzidas por THC foram Rottanburg et al.,. (1982). Assim, o
CBD ¢ capaz de melhorar as propriedades benéficas do A 9-THC e diminuir seus efeitos
negativos (FERNANDEZ-RUIZ J, 2013).

Um estudo realizado por Crippa e colaboradores (2010) onde utilizaram voluntarios
saudaveis, o CBD (Img/kg) foi administrado por via oral juntamente com uma dose elevada
de A 9-THC (0,5mg/kg), onde o resultado foi a atenuagdo significativa da ansiedade. Portanto,
os autores sugeriram que devido a dose e a administragdo simultdnea com o THC nao foi
alterada as concentracdes plasmaticas de THC o que sugere um efeito ansiolitico proprio do

CBD (CRIPPA, 2010)
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Figura 4: Estrutura quimica do Canabidiol

Fonte: Google imagens

O canabidiol possui uma estrutura angular produzindo um impedimento estérico o que
acaba dificultando a sua ligagdo ao receptor CB1. Por isso, em comparagio com o A° —THC o
canabidiol tem menos afinidade para o receptor CB1 (BURSTEIN et al., 2015). Ademais, o
CBD possui uma alta lipossolubilidade (HUESTIS ez al., 2005) e por isso apresenta alta
distribui¢cdo podendo ser acumulado no tecido adiposo e cérebro (REDDY DS et al., 2017).

Devido ao seu metabolismo de primeira passagem o CBD possui uma baixa
biodisponibilidade quando administrado por via oral. Por isso, sugere-se que seja
administrado junto com alimentos (MILLAR AS et al, 2018). A metabolizagdo do CBD
ocorre por varios mecanismos como oxida¢do, B-oxidagdo, hidroxilagdo, conjugacdo de
glicuronideo e epoxidagao e sua eliminacdo pode ser pela urina na forma nao metabolizada ou
como um derivado de glicuronideo (UJVARY I et al., 2015).

Em relagdo aos receptores, ao contrario do THC o CBD possui baixa afinidade pelos
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receptores CB1 e CB2 o que pode explicar a sua falta de atividade psicotrépica. No entanto, o
CBD pode atuar em varios receptores como receptor de serotonina 1A (5-HT 1A ), o receptor
acoplado a proteina G 55 (GPRS5Y), tipo 1 transportador equilibrador de nucleosideos (ETN1),
fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2 (NRF2), canais de célcio do tipo T ativados por
voltagem, receptores de adenosina e glicina, proteina de ligagdo a 4cidos graxos
(FABP),receptores opidides mu e delta e canal de anions dependente de voltagem 1

(VDACT1), o receptor de potencial transitorio vaniloide 1 (TRPV1) (IBEAS et al., 2015).
2.3 CANABINOIDES E MENOPAUSA

Cerca de 75% das mulheres, a partir do inicio do climatério, apresentam um
significativo aumento de peso. Devido a reducdo de estrogeno e consequentemente ao
surgimento da menopausa podem ocorrer alteragdes na distribuicdo dos depositos de gordura
e, dessa forma, ocorre o aumento na regido abdominal (GRAVENA et al,, 2013).

Embora exista atualmente uma variedade de opgdes de tratamento como, por exemplo,
a terapia de reposicdo hormonal que sdo utilizadas para amenizar os sintomas do climatério,
muitas delas apresentam efeitos colaterais negativos como: alteragdes no humor e até mesmo
risco de desenvolver cancer. Por isso, ¢ extremamente importante o estudo de novas
estratégias para o tratamento da menopausa que apresentam um menor numero de efeitos
colaterais (HILL DA et al., 2016).

As literaturas publicadas acerca do uso de canabinoides no tratamento da menopausa ¢
extremamente escassa, mas segundo um estudo realizado no Canadd por Gibson e
colaboradores que utilizaram 232 mulheres de meia idade evidenciou que a cannabis foi usada
por mais de um quarto das mulheres participantes para o tratamento de sintomas da
menopausa. Cerca de 27% usam a Cannabis para tratar sintomas como ondas de calor e
suores noturnos, insdnia e sintomas geniturinarios. Nesse sentido, apenas 19% das mulheres
participantes do estudo relataram o uso de outras formas tradicionais de controle dos sintomas
da menopausa (GIBSON, 2020).

Paralelo a isso, em uma pesquisa sobre o uso de Cannabis medicinal durante a
perimenopausa € a pés-menopausa realizada por Kathryn Dahlgren e colaboradores (2022)
utilizando 258 participantes onde aplicaram um questionario sobre a sintomatologia
relacionada a menopausa e uso de Cannabis, incluindo modos de uso, tipo de uso e sintomas
relacionados a menopausa constataram que a maioria dos participantes relatou uso atual de

Cannabis (86,1%) e endossou o uso de para sintomas relacionados & menopausa (78,7%) e os
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principais sintomas relacionados & menopausa para o uso de Cannabis sativa foram disturbios
do sono (67,4%) e humor/ansiedade (46,1%).

Corréa e colaboradores (2022) utilizaram um modelo experimental de deplecao de
estrogénio onde ratas ovariectomizadas foram administradas com cannabidiol (CBD) na dose
de 10mg/mL durante 14 dias. Os resultados revelaram que o CBD foi capaz de reverter
completamente o comprometimento da memoria induzida pela deplecao de estrogénio. Assim,
o Canabidiol pode ser promissor na melhora das falhas de memoria causados pela diminuigao
hormonal do estradiol.

Em um outro estudo realizado por Saberivand e colaboradores (2010) onde analisaram
os efeitos da semente de Cannabis sativa nos sintomas da menopausa em ratas
ovariectomizadas identificaram que todos os animais tratados com a Cannabis sativa tiveram
uma diminui¢do da ansiedade e apresentaram resultados positivos no controle dos niveis de
LDL e HDL, pois muitas mulheres na pré-menopausa apresentam resultados elevados do LDL
e niveis baixos de HDL. Ademais, pesquisas pré-clinicas sugerem que o estrogénio pode
modular a ansiedade por meio do sistema endocanabindide (HILL MN et al., 2007).

Em relacdo aos sintomas vasomotores como ondas de calor e suores noturnos, alguns
estudos como o realizado por Stanley e colaboradores (2014) indicam que terapias a base de
canabinoides induzem o vasorelaxamento. Dessa forma, podem aliviar os sintomas
vasomotores que sao causados pela interrupcao dos sistemas de regulagdo hemodinamica
devido a diminui¢do de estrogénio.

Em outro, o THC (1 a 5 g mg / kg IV) produziu uma supressdo dose-dependente de
LH que ocorreu dentro de 1 hora ap6s a administracdo do medicamento (Marks, 1973). Uma
dose muito baixa de THC (62,5 mcg / kg) administrada a ratas ovariectomizadas suprimiram
rapidamente a liberagdo de LH e reduziram a concentragdo sérica de LH de 40 a 68%
(TYREY et al., 1980).

Em macacas rhesus ovariectomizadas com altos niveis basais de LH, uma unica dose
intramuscular (2,5 mg / kg) de THC significativamente suprimiu os niveis plasmaticos de
hormonio luteinizante por 12 a 24 horas. Nas macacas rhesus fémeas ovariectomizadas, o
grau de supressdo de LH ndo foi correlacionado com a dose de THC mas a duragdo da
supressao de LH foi dependente da dose (SMITH et al.,, 1979).

Nesse sentido, evidenciou-se que o THC pode suprimir os niveis de LH em mulheres
na menopausa. Assim, como os surtos de LH durante a menopausa foram correlacionados

com a sensagdo de ondas de calor (fogachos na menopausa) e disforia (TATARYN et al,
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1979), foi postulado que uma supressdo de LH induzida por Cannabis sativa pode ser util

para o tratamento de alguns desses efeitos adversos na menopausa.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do tratamento crénico com o derivado da Cannabis Sativa, canabidiol,

nos sintomas da menopausa em modelo animal.
3.2 Objetivos Especificos

I) Investigar o efeito do canabidiol no peso corporal, consumo de ragdo e peso uterino de
ratas ovariectomizadas;

I) Avaliar os niveis hormonais de Estradiol e FSH no sangue de ratas ovariectomizadas
tratadas cronicamente com canabidiol;

I11) Acompanhar o ciclo estral de ratas ovariectomizadas tratadas com canabidiol;

IV) Avaliar cortes histologicos do utero de animais ovariectomizados tratados com canabidiol;

V) Avaliar o perfil bioquimico (Albumina, Colesterol total, Triglicerideos e Magnésio) de
animais ovariectomizados tratados com canabidiol;

VI) Avaliar o efeito do tratamento com canabidiol nos fogachos em animais ovariectomizados.
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4 METODOLOGIA
4.1 Tipo de estudo

Este estudo foi do tipo experimental randomizado. Os protocolos experimentais
desenvolvidos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da

Universidade Federal do Maranhdo sob o parecer protocolar de no. Processo

23115.025744/2021-88
4.2 Animais

Foram utilizadas ratas Wistar (55 animais) e camundongos Swiss (55 animais) da
espécie Rattus norvegicus € Mus musculus, respectivamente, provenientes do Biotério Central
da UFMA, com 60 dias e pesos variando entre 250 ¢ 300 gramas e 25 e¢ 35 gramas,
respectivamente, com acesso ad libitum a comida (ragdo) e 4gua e, mantidas em ciclos
alternados de luminosidade de 12 horas, com temperatura de 20 a 250 C.

Os experimentos foram conduzidos de acordo com as orientagdes para o cuidado com
animais de laboratorio e com as consideracdes €ticas descritas nos protocolos experimentais
aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Maranhdo e
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).

e Os ratos foram distribuidos em 5 (cinco) grupos conforme descri¢do a seguir:

Grupo 1 — Falso operado (sham operated) e tratado com 6leo mineral (veiculo) via
subcutanea: As ratas foram submetidas a uma falsa cirurgia tratadas subcutaneamente com

0leo mineral durante 15 dias.

Grupo 2 — Ovarioctomizado e tratado com 6leo mineral (veiculo) por via subcutanea,
sendo o veiculo utilizado para a solubilizagdo e diluicdo dos hormdnios (efeito placebo),

durante 15 dias, em volume de 0,1 ml/ 100g de peso dos animais.

Grupo 3 — Ooforectomizado e tratado com estrogénio por via subcutianea: Apos 21
dias da ooforectomia as ratas foram injetadas diariamente, por um periodo de 15 dias, com o

hormdnio na dose de 1mg /Kg de peso do animal.

Grupo 4 — Ooforectomizado e tratado com dose menor da associacdo de canabidiol e

estrogénio por via intraperitoneal e subcutanea respectivamente: As duas drogas, apos 21 dias
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da ooforectomia, foram administradas nas ratas diariamente, por um periodo de 15 dias, com
0 hormonio na dose menor de 0,5mg /ml de peso do animal e o canabidiol na micro dose de

Smg/ml.

Grupo 5 - Ooforectomizado e tratado com canabidiol: Os animais foram

administrados, por via intraperitoneal na dose de 10 mg/ml.

e Os camundongos foram distribuidos em 5 (cinco) grupos conforme descricao a

seguir:

Grupo 1 — Falso operado (sham operated) e tratado com salina (veiculo) via oral: As
camundongas foram submetidas a uma falsa cirurgia e tratadas com salina por via oral por um

periodo de 15 dias

Grupo 2 — Ovarioctomizado e tratado com salina (veiculo) por via oral, sendo o
veiculo utilizado para a solubilizagdo e dilui¢do dos hormoénios (efeito placebo), por um

periodo de 15 dias ,em volume de 0,1 ml/ 100g de peso dos animais.

Grupo 3 — Ooforectomizado e tratado com estrogénio por via subcutanea: Apos 21
dias da ooforectomia as camundongas foram injetadas diariamente, por um periodo de 15

dias, com o0 hormoénio na dose de 1mg /Kg de peso do animal.

Grupo 4 — Ooforectomizado e tratado com dose menor da associacdo de canabidiol e
estrogénio por via intraperitoneal e oral respectivamente: As duas drogas, apds 21 dias da
ooforectomia, foram administradas nas camundongas diariamente, por um periodo de 15 dias,
com o hormonio na dose menor de 0,5mg /ml de peso do animal e o canabidiol na dose menor

de Smg/ml.

Grupo 5 - Ooforectomizado e tratado com canabidiol: Os animais foram

administrados, por via intraperitoneal na dose de 10 mg/ml.
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Figura 5: Administracdo de CBD via intraperitoneal em camundongos
Fonte: Prépria do autor, 2023.

Figura 6: Administracdo de Estradiol por via oral(Gavagem) em camundongos
Fonte: Prdpria do autor, 2023.

4.3 Drogas Utilizadas

Utilizou-se o estrogénio 1 mg em forma de comprimido com nome comercial Natifa®
que foi triturado e, posteriormente, diluido em 6leo mineral para aplicagdo via subcutanea.
Em nosso estudo, houve a substitui¢do do Tetrahidrocanabinol pelo Canabidiol (CBD)
(fornecido pela USP de Ribeirdo Preto, Pur Med Global- USA). O Canabidiol foi diluido em

solugdo salina, Tween 80 e éter na proporcao de 1:1:18.
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4.4 Cirurgias de Falso-Operado (Sham) e Ooforectomia

As ratas e camundongas foram submetidas a um procedimento cirirgico e mantidas
com anestesia por cetamina/xilasina (60/7,5 mg/kg, intraperitoneal). Foi feita a assepsia da
regido ventral dos animais (supra-pubica) para posterior laparotomia de aproximadamente 2
cm na linha mediana. Os ovarios e as trompas foram identificados. Os ovarios foram isolados
e retirados. Posteriormente a incisdo foi suturada. Animais falso-operados (sham) foram
submetidos a0 mesmo procedimento cirurgico, mas os ovarios € as trompas permaneceram

intactos.
4.5 Determinacao do ciclo estral

A determinacdo das fases do ciclo estral das ratas realizara-se sempre pela manha por
meio da andlise do esfregaco vaginal no periodo de 21 dias apds a cirurgia e depois para
iniciar o tratamento 3 vezes na semana para verificar se o animal ndo esta ciclando, ou seja, se
estd permanentemente na fase diestro (menopausa). A coleta da secrecdo vaginal foi realizada
com o auxilio de uma cureta que foi introduzida na vagina das ratas em profundidade de
aproximadamente 0,5 cm de intrdito vaginal. O material colhido foi colocado em ldmina de
vidro e corado coloracdo de Papanicolau para o exame dos elementos citoldgicos, ao
microscopio optico.

Foram analisadas as seguintes fases do ciclo estral (figura 7):

a) Diestro: Caracterizada pela presenca, em campo microscopico, de abundantes

leucécitos e escassas células epiteliais basais.

b) Proestro: Fase que apresenta escassos leucdcitos, abundantes células epiteliais de
nucleo redondo e volumoso e citoplasma basofilo; escassas células cornificadas do extrato

superior. Esta fase na rata dura aproximadamente 12 horas.

c) Estro: Nesta fase ocorre a atividade estrogénica maxima e, microscopicamente,
observam-se escassos leucdcitos e células epiteliais e, aumento no nimero de células

cornificadas, que apresentam nucleos picnoticos e citoplasma eosinoéfilo.

d) Metaestro: Esta fase se in icia com a regressao do epitélio vaginal. Gradativamente
vao desaparecendo as células cornificadas e aumentando o niimero de leucécitos e de células

epiteliais basais.
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Figura 7: Representacdo esquematica do Ciclo estral da rata
Fonte: Prépria do autor, 2023.

4.6 Determinacao do consumo de ra¢ao dos animais

A gestdo do consumo de racdo das ratas foi realizada durante todo o experimento em
dias alternados na semana. Foi ofertada 400g de ragdo na frequéncia de duas vezes na semana.
As sobras de ragao foram pesadas e subtraidas pela quantidade total ofertada e divididas pela
quantidade de ratas em cada gaiola e pelo nimero de dias em que foi consumida. Por meio
desse calculo foi possivel determinar o consumo de ra¢do diaria por rata em cada gaiola. Os

resultados foram expressos como a média e desvio padrao para cada grupo experimental.
4.7 Determinacao do peso corporal dos animais

Durante todo o periodo de tratamento foi realizado o controle de peso corporal e
ingestao alimentar das ratas sempre pela manha. Foi feito o controle de ra¢do e peso corporal
duas vezes na semana. Os resultados foram expressos como a média e desvio padrdo para

cada grupo experimental.
4.8 Coleta de sangue para ensaio de dosagens hormonais e bioquimica

Amostras de sangue foram coletadas a partir do arco adrtico utilizando seringas o
plasma sera imediatamente separado por centrifugagdo a 2000 g, a temperatura ambiente
23°C durante 20 min. Os niveis plasmaticos dos hormdnios estradiol e FSH foram dosados

pelo método de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, Abbott Laboratories, Illinous,



40

E.U.A.) e a reacao foi realizada de acordo com as instru¢des dos fabricantes. Também foram
realizadas dosagens quantitativas utilizando-se o espectrofotdmetro para a determinagdo dos
seguintes parametros bioquimicos: Albumina, Colesterol total, Triglicerideos e magnésio;
utilizando-se a técnica, comprimento de onda e referéncias de acordo com o elemento dosado
e orientacdo do fabricante dos reagentes (LABTEST®). Os resultados foram expressos como

a média e desvio padrio para cada grupo experimental.
4.9 Determinacao do tecido adiposo e peso uterino das ratas

ApOs a eutanasia das ratas foram isolados e retirados em toda a sua extensao o tecido
adiposo e os cornos uterinos para pesagem na balanga analitica. Os resultados foram

expressos como a média e desvio padrao para cada grupo experimental.
4.10 Analise histoldgica para coloracdo de Hematoxilina e Eosina (H&E).

As amostras desses animais foram coletadas para andlise histoldgica fixada a
formalina a 10% durante 48hs. Para realizacdo da emblocagem, os tecidos foram submetidos a
desidratacdo através da seguinte sequéncia de graduacdes alcoolicas: alcool 70%, 90% e dois
banhos em 100%. Apos isso, a amostra passou por mais dois banhos em xilol 100%.
Finalizando esse processo, as amostras passaram por dois banhos de parafina e depois
emblocadas em parafina de forma manual.

Os blocos de parafina foram cortados em sec¢des de 2 um a 5 um de espessura e
corados com Hematoxilina e Eosina (H&E) para avaliagdo posterior sob um microscopio
optico. Os resultados foram expressos como a percentagem de animais mostrando um tipo

histologico especifico dentro do nlimero total de animais em cada grupo.
4.11 Registro da temperatura caudal e processamento

A temperatura da pele da cauda foi medida através do equipamento Thermal Imager
TH9260 através de luz infravermelha com lentes de vidro (NEC San-ei Instruments Limited,
Japan). A distancia optica para uma medida térmica adequada foi estabelecido para ser entre
16-25 cm. Os animais foram mantidos em conten¢do (figura 8), com prévia ambientacao dos
mesmos, em um contensor LE5014. Durante os experimentos, as imagens térmicas foram
tiradas no comego do experimento (tempo 0) onde ocorre o pico do fogacho. Todas as

medidas de temperatura caudal foram realizadas entre 08:00 e 18:00. Para o processamento da
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imagem, o software Reporter Generator Lite serd utilizado (NEC San-ei Instruments Limited,
Japan). Para a compara¢do de tamanho entre as figuras e para a determinagdo da distancia
desde a base da cauda para o ponto da medida, um clip metalico foi colocado no plano focal,
servindo como referéncia. Nos experimentos de temperatura, foi medido 0.8 cm da base da
cauda como uma temperatura média em uma area de 0.25 x 0.25 cm. Os resultados foram

expressos como a média e desvio padrao para cada grupo experimental.

)

Figura 8: Contengdo do camundongo para medida da temperatura caudal.

Fonte: Prépria do autor, 2023.

4.12 Exercicio for¢ado para inducdo de fogachos/ondas de calor em camundongos

Primeiramente, os animais foram condicionados durante 3 semanas na esteira com
velocidade ascendente (Fig.9) apds a ovariectomia. Durante o condicionamento, apos a
corrida, os animais foram acomodados em um contensor aonde permaneceram durante cinco
minutos (basal). No dia do experimento, os animais foram forgados a correr e ap6s isso foram
contidos durante 5 minutos somente para a medida da temperatura da temperatura caudal. A
temperatura da cauda foi comparada com a média da temperatura da cauda medida de acordo

com a essa equacao: ATST (ATST = (temperatura da cauda) — (média da temperatura basal)).
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Figura 9: Fluxograma de treinamento dos animais para condicionamento

Fonte: Prépria do autor, 2023.

Figura 10: Treinamento de camundongos na esteira
Fonte: Prépria do autor, 2023.

4.13 Analises Estatistica

Todos os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). Os
dados foram analisados por analise de variancia (ANOVA One-Way) de duas vias (Two-way)
para medidas repetidas, seguida do teste de Tukey, para comparagdes multiplas. O nivel de
significancia adotado foi de 5% (p=0,05). Todos os calculos estatisticos foram realizados
utilizando o programa estatistico GraphPad Prism version 8.00 for Windows, San Diego,

California, E.U.A.
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5 ASPECTOS ETICOS

Em conformidade com as normas para pesquisa envolvendo animais este estudo
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto
n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi considerado APROVADO pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA - UFMA) da Universidade Federal do
Maranhao com o processo n° 23115.025744/2021-88. Com o intuito de amenizar o sofrimento
dos animais durante o experimento o nimero de animais por gaiola foram de 4 (quatro) e

utilizou-se analgésicos e antibioticos apos as cirurgias.



44

6 RESULTADOS

6.1 EFEITO DO TRATAMENTO COM CBD EM RATAS OVARIECTOMIZADAS NO
PESO CORPORAL.

Em relagdo ao acompanhamento do ganho de peso, conforme se observa na figura 11,
no tempo 1 e 2 apenas os grupos falsos operados apresentaram significncia estatistica em
relagdo a todos os grupos ovariectomizados permanecendo até o final do tratamento (#). No
tempo 3 ocorreu significancia estatistica do grupo OVX tratado com estrogénio em relacao ao
grupo OVX tratado com canabidiol permanecendo dessa forma consecutiva até o tempo 6
(##). A partir do tempo 4 até o tempo 6 o grupo OVX tratado com canabidiol apresentou
significancia estatistica em relagdo ao grupo OVX tratado com associacdo de estrogé€nio e
canabidiol (###). No tempo 7 s6 houve significincia estatistica nos grupos falso operados em
comparagao aos demais.

Dessa forma, no que tange ao peso dos animais no fim do protocolo experimental
(figura 12) ¢ possivel observar que o grupo Sham tratado com o6leo mineral apresentou o
menor peso dentre todos os outros grupos de forma estatisticamente significativa. Ainda ao
observarmos o grupo controle OVX veiculo percebeu-se um aumento do peso corporal, esse
aumento foi discretamente diminuido no grupo tratado com estrogénio e também no grupo
tratado com baixas doses da associagdo de estrogénio e canabidiol apresentando significancia

estatistica.
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Figura 11: Acompanhamento ponderal em dias de ratas Wistar do grupo Falso- operado (SHAM) que receberam
Oleo mineral, ovariectomizadas (OVX) administradas com 6leo mineral, ovariectomizadas tratadas com
Canabidiol (CBD, 10mg/kg, via intraperitoneal), ovariectomizadas tratadas com dose menor de Canabidiol
(CBD, 5mg/kg, via intraperitoneal) e com dose menor de Estrogénio (E2 0,5mg/kg, via subcutnea) e
ovariectomizadas tratadas com Estrogénio (E2 1mg/kg, via subcutanea). As colunas e barras verticais
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representam, respectivamente, as médias + erro padréo das médias (n=10).
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Figura 12 : Peso corporal de ratas Wistar do grupo Falso- operado (SHAM) que receberam Oleo mineral,
ovariectomizadas (OVX) administradas com 6leo mineral, ovariectomizadas tratadas com Canabidiol (CBD,
10mg/kg, via intraperitoneal), ovariectomizadas tratadas com dose menor de Canabidiol (CBD, 5mg/kg, via
intraperitoneal) e com dose menor de Estrogénio (E2 0,5mg/kg, via subcutanea) e ovariectomizadas tratadas com
Estrogénio (E2 1mg/kg, via subcutanea). As colunas e barras verticais representam, respectivamente, as médias
* erro padrdo das médias (n=10). b) Peso corporal total: * quando comparado com OVX+E2, OVX+CBD,
OVX+CBD+E2 e OVX+VEICULO ** quando comparado com OVX+CBD e OVX veiculo *** quando
comparado a OVX+CBD e OVX+VEICULO.

6.2 Efeito do tratamento com CBD em ratas ovariectomizados em relagdo ao consumo total

de racao.

Ao analisarmos a figura 13, é possivel notar que o grupo OVX tratado com baixas
doses da associagdo de canabidiol e estrogénio consumiu menos racao total que os demais
grupos. O CBD isoladamente nao alterou significativamente o consumo de ragdao em relagao

aos animais OVX nem Sham.
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Figura 13: Consumo total de ragdo de ratas Wistar do grupo Falso- operado (SHAM) que receberam Oleo
mineral, ovariectomizadas (OVX) administradas com 6leo mineral, ovariectomizadas tratadas com Canabidiol
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(C BD, 10mg/kg, via intraperitoneal), ovariectomizadas tratadas com dose menor de Canabidiol (CBD, 5mg/kg,
via intraperitoneal) e com dose menor de Estrogénio (E2 0,5mg/kg, via subcutanea) e ovariectomizadas tratadas
com Estrogénio (E2 1mg/kg, via subcutanea). As colunas e barras verticais representam, respectivamente, as
médias + erro padrdo das médias (n=10) A) Consumo total de racdo * em comparacdo ao SHAM e OVX+CBD.

6.3 EFEITO DO TRATAMENTO COM CBD EM RATAS OVARIECTOMIZADAS SOBRE
O PESO DO TECIDO ADIPOSO E DO UTERO.

Com relagao ao tecido adiposo conforme a figura 14-A ¢é possivel observar que todos
os ovariectomizados apresentaram aumento significativo em relacdo ao grupo Sham. O grupo
OVX veiculo apresentou um grande aumento no tecido adiposo e esse aumento foi reduzido
nos grupos em que os animais foram tratados apenas com estrogénio. Ademais, nota-se um
grande aumento de tecido adiposo no grupo tratado apenas com canabidiol, porém esse
aumento foi significantemente diminuido no grupo tratado com a associag¢do de baixas doses
de estrogénio e canabidiol.

No que tange ao peso uterino conforme demonstrado na figura 14-B foi possivel
observar que a ovariectomia induziu a diminui¢do do 6rgdo. Assim, nota-se que o grupo Sham
apresentou significancia estatistica em relagdo a todos os outros grupos. Ademais, o grupo
OVX veiculo, como esperado, foi o que apresentou maior atrofia uterina dentre os
ovariectomizados e essa atrofia foi diminuida no grupo tratado apenas com estrogénio. No
entanto, ao observarmos o grupo tratado com associacdo de baixas doses de estrogénio e
canabidiol essa atrofia foi significativamente mais reduzida em comparacdo a todos os outros

grupos submetidos a ovariectomia.
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Figura 14: Efeito do tratamento de 15 dias na determinacdo do tecido adiposo e peso uterino de ratas Wistar do
grupo Falso- operado (SHAM) que receberam Oleo mineral,, ovariectomizadas (OVX) administradas com 6leo
mineral, ovariectomizadas tratadas com Canabidiol (CBD, 10mg/kg, via intraperitoneal), ovariectomizadas
tratadas com dose menor de Canabidiol (CBD, 5mg/kg, via intraperitoneal) e com dose menor de Estrogénio (E2
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0,5mg/kg, via subcuténea) e ovariectomizadas tratadas com Estrogénio (E2 1mg/kg, via subcutanea). As colunas
e barras verticais representam, respectivamente, as médias + erro padrao das médias (n=10). A) Peso tecido
adiposo: * quando comparado com OVX+E2, OVX+CBD, OVX+CBD+E2 e OVX+VEICULO ** quando
comparado OVX+ CBD. *** quando comparado a OVX +CBD. B) Peso uterino: * Quando comparado com
OVX+E2, OVX+CBD, OVX+CBD+E2 (p<0,0001) ** quando comparado a OVX+E2(p=0,0371), OVX+CBD
(p=0,0006) e OVX +VEICULO(p=0,0002).

6.4 EFEITO DO TRATAMENTO COM CBD EM RATAS OVARIECTOMIZADAS SOBRE
A CONCENTRACAO PLASMATICA DE COLESTEROL TOTAL E
TRIGLICERIDEOS.

Em relagdo aos niveis séricos de colesterol total, conforme figura 15-A, observa-se
que todos os grupos tiveram diferenca significativa em relagdo ao grupo Sham.

Ademais, a respeito do grupo OVX controle nota-se que, apesar de ndo apresentar
diferencga significativa, houve um aumento expressivo em comparagdo aos grupos tratados
apenas com estrogénio ¢ o grupo tratado com associagdo de baixas doses de estrogénio e
canabidiol. Ainda se nota que o grupo tratado com baixas doses de associacdo de estrogénio e
canabidiol apresentaram significancia estatistica em relacdo ao grupo tratado apenas com
canabidiol.

No que diz respeito aos triglicerideos, houve significancia estatistica do grupo
OVX+CBD comparado ao grupo OVX+E2. Apesar de ndo apresentar diferenca estatistica
significante, observou-se que o grupo OVX tratado com CBD estava diminuido em

comparagdo aos outros grupos ovariectomizados conforme a figura 15-B.
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Figura 15: Efeito do tratamento de 15 dias na determinacdo de colesterol total e triglicerideos de ratas Wistar do
grupo Falso- operado (SHAM) que receberam Oleo mineral, ovariectomizadas (OVX) administradas com 6leo
mineral, ovariectomizadas tratadas com Canabidiol (CBD, 10mg/kg, via intraperitoneal), ovariectomizadas
tratadas com dose menor de Canabidiol (CBD, 5mg/kg, via intraperitoneal) e com dose menor de Estrogénio (E2
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0,5mg/kg, via subcutinea) e ovariectomizadas tratadas com Estrogénio (E2 1mg/kg, via subcutanea). As colunas
e barras verticais representam, respectivamente, as médias + erro padrdo das médias (n=10). A) Colesterol Total:
* quando comparado com OVX+E2, OVX+CBD, OVX+CBD+E2, OVX+VEICULO. ** quando comparado ao
OVX+CBD B) Triglicerideos: *quando comparado ao OVX +E2 (P<0,0001).

6.5 EFEITO DO TRATAMENTO COM CBD EM RATAS OVARIECTOMIZADAS SOBRE
A CONCENTRACAO PLASMATICA DE ALBUMINA E MAGNESIO.

Conforme a figura 16 os niveis séricos de albumina e magnésio ndo apresentaram

diferenca estatisticamente significativa entre os animais

Albumina (g/dL)
|
Magnésio(g/dL)

A) B)

Figura 16 : Efeito do tratamento de 15 dias na determinagdo de Albumina e Magnésio em ratas Wistar do grupo
Falso- operado (SHAM) que receberam Oleo mineral, ovariectomizadas (OVX) administradas com 6leo mineral,
ovariectomizadas tratadas com Canabidiol (CBD, 10mg/Kkg, via intraperitoneal), ovariectomizadas tratadas com
dose menor de Canabidiol (CBD, 5mg/kg, via intraperitoneal) e com dose menor de Estrogénio (E2 0,5mg/Kkg,
via subcuténea) e ovariectomizadas tratadas com Estrogénio (E2 1mg/kg, via subcuténea). As colunas e barras
verticais representam, respectivamente, as médias + erro padrdo das médias (n=10).

6.6 EFEITO DO TRATAMENTO COM CBD EM CAMUNDONGAS
OVARIECTOMIZADAS SOBRE A CICLICIDADE ESTRAL.

O ciclo estral foi avaliado através da propor¢do de quatro tipos celulares a fim de
detectar qual fase se encontrou predominante durante o periodo de tratamento.

Nesse sentido, em relacdo aos efeitos dos tratamentos sobre a ciclicidade estral foi
possivel observar que os animais sham tratados com 6leo mineral atravessaram normalmente
todas as fases do ciclo: proestro, metaestro, estro e diestro. Inversamente, quando observamos
o grupo ovariectomizado tratado com 6leo mineral subcutaneo identificamos que permaneceu
uma grande parte na fase Diestro (73,91%).

Nos animais ovariectomizados tratados com estrogénio houve também uma

maioritaria permanéncia na fase Diestro (64%). O tratamento com canabidiol e canabidiol
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com estrogé€nio apresentaram frequéncias de, respectivamente, 58,3% e 57,14% na fase estro.

Tabela 1: Frequéncia de fases do ciclo estral de cada grupo no periodo de tratamento de 15

dias com canabidiol.

GRUPOS/FASES  PROESTRO METAESTRO ESTRO DIESTRO TOTAL
N % N % N % N %
SHAM+VEIC 24 29,62 20 24,69 22 27,16 15 1851 81
OVX+VEIC 0 0 0 0 6 26,08 17 7391 23
OVX+E2 0 0 0 0 9 36 16 64 25
OVX+CBD 0 0 0 0 14 58,3 10 41,6 24
OVX+CBD+E2 0 0 0 0 12 57,14 9 42,85 21

Fonte: Propria do autor, 2023.

6.7 EFEITO DO TRATAMENTO COM CBD EM CAMUNDONGAS
OVARIECTOMIZADAS SOBRE O MODELO DE FOGACHOS INDUZIDO
ATRAVES DE EXERCICIO NA ESTEIRA.

Em relacdo a variacdo de temperatura cutanea ¢ possivel observar que todos os grupos,
independente do tratamento, apresentaram significancia estatistica em relagdo ao grupo Sham,
pois este mostrou uma variagdo de temperatura menor em comparagdo com os demais.
Ainda, o grupo OVX veiculo teve uma variacdo aumentada em comparacao aos grupos OVX
tratado com estrogénio e o grupo OVX tratado com canabidiol, porém sem significancia
estatistica. O grupo OVX tratado com estrogénio apresentou uma variagdo menor quando
comparado ao grupo OVX controle e OVX tratado com CBD e E2 apresentando significancia
estatistica com esse ultimo. Assim, também foi possivel observar que dentre os grupos
ovariectomizados o grupo tratado com canabidiol foi o que apresentou a menor variagdo de

temperatura apresentando significancia estatistica com o OVX+CBD+E2.
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Figura 17: Aumento da temperatura cutanea induzida pelo exercicio para inducéo de fogacho em camundongas
falso operadas (VEIC) e ovariectomizadas tratadas com salina, E2 ou CBD. A mudanga de temperatura foi
calculada subtraindo a temperatura basal da pele da temperatura observada ap6s o exercicio for¢ado para inducédo
de fogacho. Os resultados séo exibidos como médias + erro padrdo das médias. P<0,0001 ; *SHAM em relacdo
a todos os grupos **CBD X OVX e OVX X CBD+E2 ***E2 X CBD+E2.

As imagens de termograma representam de maneira esquematica as mudangas nas
temperaturas no primeiro minuto apos a retirada dos animais apds o exercicio for¢ado na
esteira. Com base nisso, € possivel observar que os animais Sham apresentaram uma redugao
significativa na temperatura caudal em comparacdo a todos os grupos ovariectomizados,

independente do tratamento.

37,81°C 39,6°C 39,23°C 38,95°C 39,56°C

"

SHAM OVX+VEIC OVX+E2 OVX+CBD OVX+CBD+E2

Fonte: Autor préprio, 2023.

Figura 18: Termograma representativos da temperatura da pele da cauda logo apds a inducdo dos fogachos
através do exercicio na esteira de camundongas falso operadas (VEIC) e ovariectomizadas tratadas com salina,
E2 ou CBD.

6.8 EFEITO DO TRATAMENTO COM CBD EM RATAS OVARIECTOMIZADAS EM
RELACAO AOS NIVEIS HORMONAIS DE ESTROGENIO E FSH.

Acerca dos niveis hormonais de estrogénio nota-se que o grupo OVX VEICULO

controle e o grupo OVX tratado apenas com estrogénio apresentaram niveis diminuidos em
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compara¢cdo ao grupo Sham. O grupo ovariectomizado tratado apenas com canabidiol
apresentou um aumento significativo e no grupo tratado com baixa dose da associagdo de
estrogénio e canabidiol os niveis de estrogénio foram maiores ainda.

Em relacdo aos niveis de FSH foi possivel observar que o grupo OVX Veiculo
controle e o grupo OVX tratado apenas com canabidiol apresentaram diferenca significativa

em relacdo ao grupo Sham.

FSH (mUlimL)

Estradiol (pg/mL)

A) B)

Figura 19: Efeito do tratamento de 15 dias na determinacdo dos niveis hormonais de estrogénio e FSH de ratas
Wistar do grupo Falso- operado (SHAM) que receberam Oleo mineral, ovariectomizadas (OVX) administradas
com Oleo mineral, ovariectomizadas tratadas com Canabidiol (CBD, 10mg/kg, via intraperitoneal),
ovariectomizadas tratadas com dose menor de Canabidiol (CBD, 5mg/kg, via intraperitoneal) e com dose menor
de Estrogénio (E2 0,5mg/kg, via subcutdnea) e ovariectomizadas tratadas com Estrogénio (E2 1mg/kg, via
subcutanea). As colunas e barras verticais representam, respectivamente, as médias * erro padrdo das médias
(n=10). A) Niveis de estradiol:* em comparacdo com OVX + VEICULO e OVX+E2 ** quando comparado com
OVX+VEICULO B) Niveis de FSH: * quando comparado a OVX+VEICULO e OVX+ CBD.

6.9 ANALISES HISTOLOGICA DO TECIDO UTERINO EM  RATOS
OVARIECTOMIZADOS TRATADOS COM DERIVADO DA Cannabis sativa
(CANABIDIOL).

A andlise histoldgica do tero mostrou tecidos uterinos normais nos animais Sham,
com glandulas endometriais longas e tortuosas por entre estroma ricamente celular (Figura
19). No grupo OVX salina, pelo contrario, o Utero apresentou-se muito reduzido no seu
diametro, com intensa fibrose do endométrio e miométrio. As glandulas endometriais
apresentaram-se muito encurtadas e rectilineas e o epitélio de superficie mais baixo, cuboide.
Nos grupos tratados com estrogénio, CBD ou os dois compostos em combinacdo, houve
recuperagdao de aspectos da morfologia uterina, com menos fibrose e maior celularidade do

estroma endometrial e maior desenvolvimento das glandulas endometriais, inclusivamente
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com acumulacdo de material de secre¢do no lumen glandular e uterino. No grupo tratado com
a combinagdo de estrogénio e CBD, notou-se também uma recuperagdo do epitélio de

superficie, que se tornou colunar alto, simples ou pseudoestratificado.
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Figura 20: Analises histolégica do tecido uterino de ratas Wistar Falso- operada (VEIC) ou ovariectomizadas tratadas com salina, E2 ou CBD. A: Grupo Sham na objetiva de 100x o
endométrio consiste em células epiteliais altas de camada Unicas; as células do estroma do endométrio estdo bem organizadas e fusiformes; B: Grupo OVX VEICULO na objetiva de
100x o Utero apresenta caracteristicas atréficas com atrofia do endométrio, fibrose do estroma, reducdo de celularidade, encurtamento da glandula, reducéo da espessura do miométrio e
fibrose do perimétrio ; C: Grupo OVX tratado com estrogénio na objetiva de 100x apresentou alta celularidade, epitélio baixo e fibrose ; D: Grupo OVX tratado com canabidiol
apresenta fibrose, preservacao das glandulas, estroma, miométrio e endométrio endométrio apresentou epitélio baixo ; E: Grupo OVX tratado com canabidiol e estrogénio na objetiva
de 100x apresentou celularidade elevada, epitélio alto, endométrio muito ativo e epitélio pseudo estratificado.
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7 DISCUSSAO

No nosso estudo, notou-se que os animais tratados com canabidiol tiveram um maior
consumo de racao isso se refletiu diretamente quando analisamos o peso corporal € o peso do
tecido adiposo desse grupo que apresentou um aumento significativo tanto do peso corporal
quanto do tecido adiposo quando comparado aos demais grupos. No entanto, foi possivel
notar que o grupo tratado com baixas doses de associacdo de canabidiol e estrogénio
apresentou uma redu¢ao do consumo de ragao, peso corporal e peso do tecido adiposo quando
comparado ao grupo tratado apenas com canabidiol.

A transi¢do da menopausa esta diretamente associada a alteragdes metabdlicas no
tecido adiposo o que pode contribuir para o acimulo de gordura corporal apds a menopausa.
Devido a grande capacidade de secretar adipocitoses e substancias diretamente relacionadas a
doengas metabolicas como, por exemplo: resisténcia a insulina, diabetes tipo 2 e sindrome
metabolica, a gordura abdominal pode ser considerada um 6rgdo enddcrino. A transicao da
menopausa esta diretamente associada a alteragdes metabolicas no tecido adiposo o que pode
contribuir para o acimulo de gordura corporal apds a menopausa (MISSO ML et al., 2005).

Isso se evidencia porque apds a retirada dos ovarios ocorre, consequentemente, uma
diminui¢do nos niveis de estrogénio, pois uma das fungdes desse hormdnio € participar de
forma direta sobre o controle do consumo de alimentos pelo hipotalamo (JELLENICK ef al.,
2013). Dessa forma, como relatado por Asarian L e Geary N (2013), devido a perda dos niveis
de estrogénio ocorre o aumento da ingestdo alimentar, do peso corporal e bloqueio completo
do efeito inibitorio alimentar usual do estradiol em ratos ovariectomizados.

No nosso estudo, apesar de ndo apresentar significancia estatistica, foi notorio que os
animais tratados apenas com Canabidiol consumiram mais ra¢do quando comparado com o0s
demais grupos, sendo eles falso operado ou ovariectomizados. Isso pode ser evidenciado, pois
o sistema endocanabinoide participa diretamente no controle central do apetite, ingestdo de
alimentos e balanco energético e todos esses efeitos sao modulados pelo receptor CBI1
(PAGOTTO U et al., 2006). Ainda, ¢ possivel observar que no grupo tratado com baixas
doses de associagdo de estrogénio e canabidiol o consumo de ragao foi menor do que todos os
outros grupos ovariectomizados e apresenteou significancia estatistica em relagdo ao grupo
SHAM e OVX+CBD.

Estudos indicam que os canabinoides podem estar envolvidos com a estimulagdo do

apetite sendo responsaveis pela homeostase energética do corpo. Os receptores CB1 regulam
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a ingestdo alimentar e com a participagdo dos neurdnios hipotalamicos que secretam os
moduladores da ingestdo alimentar. Estudos indicam que o aumento do apetite causado pelos
canabinoides se da pelo aumento da expressdo e producdo de neuropeptideo Y(NPY) e a
diminui¢do da atividade do fator liberador de corticotropina (CRF) (KOZAKOWSKI J. et al.,
2008).

Antigamente, acreditava-se que o receptor CB1 estava presente apenas nas estruturas
cerebrais e que o CB2 estava apenas em células imunes. Porém, recentemente tem-se
descoberto que ambos os receptores CB1 e CB2 estdo expressos no cérebro e também em
tecidos periféricos como figado, musculo esquelético, coragdo, intestino, osso e tecido
adiposo (V. DEVEAUX et al., 2009).

Apesar de a maioria dos interesses em relagdo ao sistema endocanabinoide na ingestao
alimentar ter se concentrado apenas no receptor CB1 estudos recentes indicam o CB2 como
um importante aliado na regulagdo do comportamento alimentar, peso corporal e distirbios
metabolicos da obesidade (V. DEVEAUX et al., 2009).

O THC tem um efeito orexigeno muito potente e vem sendo utilizado desde 1990 para
o tratamento de perda de apetite e caquexia em pacientes com AIDS e cancer como
evidenciado nos estudos de Beal et al., (1995) e Plasse ef al., (1991). No entanto, em estudos
posteriores foi descoberto que a alimentacdo pode ser suprimida por meio do bloqueio do
receptor canabinoide (CURIONI et al., 2006). O exemplo disso foi o rimonabant que foi um
agonista inverso do receptor CB1 seletivo que aprovado para o tratamento da obesidade pela
Food and Drug Administration e pela European Medicines Agency, porém devido a seus
efeitos colaterais psiquiatricos essa droga foi retirada (SAM et al, 2011). Estudos
demonstram que o CBD também atua como agonista inverso do receptor CB1 em baixas
concentragdes e, por isso, parece ter um efeito anorexigeno. Porém, ainda ¢ necessario mais
estudos que comprovem tais efeitos (PERTWEE et al., 2008).

Apesar dos canabindides serem conhecidos por apresentarem efeitos orexigenos
mediados pelos receptores CB1 e CB2, por meio das evidéncias disponiveis ¢ demonstrado
que o CBD pode ter um efeito anorexigeno que ¢ mais bem identificado em individuos com
IMC (indice de massa corporal) mais alto, ou seja, pode diminuir a ingestao alimentar. Em um
estudo realizado por Wierucka-Rybak e colaboradores (2014), onde foi analisado o efeito do
CBD na ingestao de alimentos e ganho de peso em ratos onde administraram CBD (3 mg/kg)
por 3 dias a ratos mantidos em uma dieta padrao (SD), dieta rica em gordura (HFD) ou dieta

de livre escolha (FC; alta sacarose). Nos ratos que tiveram uma dieta rica em gordura
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aumentam o peso corporal, mas tiveram uma reduc¢do na ingestao de alimentos. No entanto, os
ratos alimentados com dieta de livre escolha o CBD nao teve uma alteragdo significativa no
consumo de alimentos e peso corporal.

Outro estudo utilizando CBD (2,5 ¢ 5 mg/kg) mostrou diminui¢do no ganho corporal
de ratos, o que demonstrou um resultado contraditorio. Assim, esse estudo revelou a
capacidade do CBD de diminuir o ganho de peso corporal através dos receptores CB2
levantando a hipotese de que esse receptor pode desempenhar um grande papel na regulagao
peso corporal (IGNATOWSKA-JANKOWSKA B et al., 2011).

De acordo Silvestri e colaboradores (2015), o CBD reduziu o acumulo de
triglicerideos em adipdcitos 3T3-L1 tratados com acido oleico (AO) dependendo da dose e
tempo. Dessa forma, esses resultados demonstram uma possivel relacio do CBD com a
inducdo da lip6lise. Em um outro estudo realizado por Riedel e colaboradores (2009) o CBD
(10 mg kg ") induziu uma pequena redugio ndo significativa na ingestdo de alimentos de
ratos.

Devinsky e colaboradores (2018) realizaram um estudo em que utilizaram 34 criangas
com o objetivo de investigar a seguranca e a farmacocinética preliminar de uma formulagao
farmacéutica de CBD purificado. As criancas tinham idades entre 4 e 10 anos e foram
diagnosticadas com a sindrome de Dravet. Durante 3 semanas os participantes receberam uma
dose oral de CBD nas doses de 5 mg/kg/dia (n = 10), 10 mg/kg/dia (n = 8) ou 20 mg/kg/dia (n
= 9). Com isso, por meio de uma avaliacdo de seguranca foi possivel observar que a
diminuicdo do apetite apresentava-se como um efeito adverso dependendo da dose. Assim,
13% e 44% das criangas que participaram dos grupos de 10 mg/kg/dia e 20 mg/kg /dia,
respectivamente, apresentaram esse efeito adverso de diminuicdo de apetite. Um resultado
parecido também foi evidenciado por Miller et al.., (2020) e Thiele et al., (2018) que também
identificaram que dependendo da dose o CBD apresentou como efeito adverso a diminuigao
do apetite.

No entanto, em um ensaio clinico randomizado, duplo-cego e controlado por placebo
realizado por Crippa et al., (2021) onde teve o objetivo de investigar os efeitos do CBD na
doenga de coronavirus 2019, utilizaram 105 participantes: 49 participantes foram alocados
aleatoriamente, para receber uma solucdo oral de CBD altamente purificado em 10 mg/kg/dia
ou 20 mg/kg/dia por 2 semanas. Porém, ndo foram encontradas diferengas no apetite ou

alteracdes de peso entre o grupo CBD e o grupo placebo. Os presentes resultados vao ao
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encontro do nosso estudo, pois também ndo se observou diferengas estatisticamente
significativas entre grupos com e sem CBD.

Em relacdao ao peso do tecido adiposo total, notou-se que os animais falsos operados
apresentaram reducao no tecido adiposo total quando comparados com todos os grupos de
animais ovariectomizados. Devido a perda do papel protetor do estrogénio ocorre a alteracao
no processo de distribui¢do da gordura corporal (Stefanscka et al., 2015). Diversos estudos ja
relataram que devido a deficiéncia de estrogénio causada pela ovariectomia em modelos
animais ocasionam uma alteragdo no processo de distribuicdo do tecido adiposo € um
percentual aumentado de gordura corporal. Tais mudancas ocorrem devido a alteragdes nas
concentragdes plasmaticas de estrogénio, androgenos e da globulina ligadora de hormonios
sexuais (Davis et al., 2012). A leptina inibe a ingestio de alimentos e aumenta o gasto
energético, no entanto os obesos tém uma certa resisténcia a esse hormoénio. Em um estudo
realizado por Clegg DJ et al., (2006) foi observado que ocorreu a reducdo da sensibilidade a
leptina no sistema nervoso central de ratas ovariectomizadas.

No que diz respeito ao aumento significativo do tecido adiposo observado em nosso
estudo no grupo tratado apenas com canabidiol em compara¢do ao outro grupo tratado com a
associacdo do canabidiol e estrogénio que apresentaram uma diminuicdo significativa do
tecido adiposo pesquisas sugerem que produtos que possuem perfis diversos de canabinoides
e outros compostos podem produzir efeitos sinérgicos resultando em resposta terapéutica em
doses mais baixas com risco reduzido de efeitos colaterais em relagdo a um unico composto,
produtos isolados (GALLILY et al., 2015).

Paralelo a isso, em relacdo ao peso uterino, animais falso-operados apresentaram um
aumento no peso uterino enquanto animais ovariectomizados apresentaram uma atrofia
uterina caracterizando a eficdcia da técnica realizada como também observada nos
experimentos de Barthem et al., (2019) ;Nigro et al., (2014) e Xu et al, (2018). Em um
estudo desenvolvido por Carmo et al., (2018) foi observado que o peso uterino dos animais
submetidos a ovariectomia foi reduzido em comparagdo ao grupo falso operado.

O estrogénio ¢ responsavel por aumentar a sintese de proteinas, musculatura uterina,
proliferacdo de células estromais e epiteliais, desenvolvimento de glandulas endometriais e
novos vasos sanguineos ¢ a retencdo de liquidos e eletrolitos promovendo, dessa forma, o
aumento uterino (MUECK et al., 2018).

Em outro estudo realizado por Sui e colaboradores (2022) onde investigaram os efeitos

do CBD em vérios sintomas relacionados a pés-menopausa concluiram que o CBD nao afetou
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a atrofia uterina desencadeada pela ovariectomia assim como no nosso estudo onde notou-se
que o grupo tratado apenas com canabidiol apresentou atrofia uterina, no entanto, no grupo de
animais que foram tratados com baixas doses de associacdo de canabidiol e estrogénio
reverteram essa atrofia uterina quando comparado com o grupo tratado apenas com
estrogénio.

Paralelo a isso, no que concerne ao acompanhamento do ciclo estral foi evidenciado
que o tratamento com canabidiol e canabidiol com estrogénio apresentaram frequéncias de,
respectivamente, 58,3% e 57,14% na fase estro. O que ¢ um ponto positivo e sugestivo de que
o tratamento estd funcionando visto que nessa fase temos uma grande presenca de células
cornificadas. Esses dados estdo de acordo com a literatura no que diz respeito a ovariectomia
tanto em humanos como em ratos que deixam de apresentar ciclos estrais (FORTEPIANE et
al., 2002; FRISCH et al., 1990).

Por meio do acompanhamento do ciclo estral é possivel avaliar de forma mais precisa
a funcdo ovariana, pois como cada fase dura em média 24h a mudanga ocorre rapidamente
devido a variagdes nos niveis hormonais. O ciclo estral das ratas ¢ dividido em 4 fases:
proestro, metaestro, estro e diestro e estdo diretamente relacionadas a flutuacdes de estradiol.

O proestro ¢ a fase em que ocorre a ovulagdo e grandes picos de hormonios
luteinizantes (LH), prolactina (PRL) e hormonio foliculo estimulante (FSH). J& a fase estro ¢
onde ocorre uma imensa queratinizagao e descamacao vaginal sendo, dessa forma, a fase pos-
ovulatoria. As fases metaestro e diestro sao as ndo férteis e tem uma grande predominancia de
leucocitos (MENDONCA ef al., 2002). Dessa forma, no presente estudo quando comparamos
os resultados dos grupos tratados com canabidiol e canabidiol com estrogénio € possivel
observar que houve uma melhora no epitélio vaginal em comparacao ao grupo tratado apenas
com estrogénio, pois houve a diminui¢do da atrofia genital, sintoma comum na menopausa,
visto que a permanéncia da frequéncia na fase estro foi maior.

Como dito anteriormente, a fase estro € caracterizada pela presenca de células
cornificadas e altas concentragdes de estrogénio. E nessa fase que ocorre a descamacio do
epitélio vaginal. Essa fase também apresenta niveis baixos de LH, estrogénio e progesterona,
no entanto, apesar de baixo ainda se torna maior do que a encontrada na fase diestro no qual
apresenta baixos niveis de estrogénio e menos cé€lulas leucocitarias do que a fase metaestro
(NG et al., 2010).

Uma das principais consequéncias da menopausa ¢ a deficiéncia dos hormonios

ovarianos que tem por sua vez uma elevagdo nos niveis das gonadotrofinas, pois ndo existe
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mais os mecanismos de retroalimentacao negativa dos hormodnios ovarianos (RANCE, 2009).
Em relagdo aos niveis hormonais de estrogénio foi possivel observar que o grupo OVX
VEICULO apresentou niveis diminuidos de estrogénio o que é uma caracteristica comum
devido a ovariectomia (JELENIK et al., 2013). No que diz respeito ao grupo OVX E2 foi
possivel observar um aumento nos niveis de estrogénio devido a reposi¢ao hormonal (NAMS,
2017) o tratamento com canabidiol e com a associacdo de baixas doses de estrogénio e
canabidiol elevaram os niveis de estrogénio.

A elevagao do FSH ¢ a primeira alteracdo observada em mulheres que estdo se
aproximando da menopausa. Dessa forma, com relacdo a dosagem de FSH, o grupo OVX
VEICULO apresentou-se elevado o que corrobora com o estudo de Gu et al,, (2018) onde
também apresentou aumento do FSH apos a ovariectomia. Os grupos OVX CBD e OVX CBD
E2 ndo apresentaram diferenga significativa nesse parametro.

O risco de desenvolver uma sindrome metabdlica ¢ mais elevado em mulheres pos-
menopausa do que mulher pré-menopausa. A sindrome metabolica € caracterizada pela
presenca de caracteristicas como: obesidade abdominal. glicemia de jejum elevada, pressdao
arterial elevada e dislipidemias que pode ser caracterizada por niveis elevados de
triglicerideos séricos ou niveis de lipoproteina de alta densidade (HDL) diminuidos (PARK
YW et al., 2003).

A diminui¢do dos niveis de estrogénios estd diretamente relacionada a alteracdes no
perfil lipidico, consequentemente, ao aumento do risco de aparecimento de doengas
cardiovasculares (KAYA et al., 2017). O estrogénio aumenta a sintese de lipoproteinas de alta
densidade (HDL) e diminui a de lipoproteina de baixa densidade (LDL). Dessa forma em
nosso estudo, ao observarmos os niveis de colesterol sérico, verificou-se um aumento em
todos os grupos de animais ovariectomizados em relacdo ao falso operado o que se assemelha
ao estudo realizado por Barthem CS e colaboradores (2019) que notou que o grupo OVX
apresentou aumento estatisticamente significativo nos niveis séricos de colesterol. Ademais,
notou-se também que no grupo de animais tratados com baixas doses de estrogénio e
canabidiol tiveram uma leve diminuicdo dos niveis de colesterol em relagdo ao grupo OVX
controle e OVX+CBD. Jano que diz respeito aos triglicerideos o grupo ovariectomizado
tratado com CBD, embora ndo tenha apresentado significancia estatistica, mostrou-se
diminuido em comparagao aos demais grupos. Em seu estudo Goettems Fiorin et al., (2019)
ndo observou alteragdes no perfil lipidico de animais OVX em relacdo ao grupo SHAM

tratados com dieta normolipidémica.
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No que diz respeito aos niveis de magnésio (Mg) sérico dos animais submetidos aos
tratamentos propostos no presente estudo, ndo foram observadas diferencgas entre os grupos
experimentais. Foi demonstrado que o Mg ** sérico estd diminuido em mulheres na pos-
menopausa de acordo com o estudo realizado por Registre JY et al., (1987) e Steidl L et al,
(1991) e em ratas ovariectomizadas como no estudo realizado por Turner RT et al., (1987).

Porém, nos resultados encontrados no presente trabalho apesar de nao haver diferencas
significativas do ponto de vista estatistico nos niveis de magnésio o grupo OVX controle
estava discretamente aumentado em comparagao aos demais. Ademais, foi possivel observar
uma discreta diminui¢do nos niveis de magnésio nos grupos ovariectomizados tratados com
estrogénio, canabidiol e associagdo de baixas doses de estrogénio e canabidiol, mas nao
tiveram significancia estatistica.

O magnésio caracteriza-se por ser o segundo cation intracelular mais abundante depois
do potassio. Estima-se que esteja presente em cerca de 60% nos ossos, 39% nos
compartimentos intracelulares e 1% nos liquidos extracelulares. Por meio de varios
mecanismos a deficiéncia de magnésio pode comprometer diretamente a satde Ossea
alterando a estrutura dos cristais de apatita, reduzindo a rigidez dssea, aumentando os
osteoclastos e diminuindo os osteoblastos. Ademais, o magnésio participa diretamente da
sintese e ativagdo de vitamina D. Por isso, quando ocorre a deficiéncia de Magnésio também
esta associado a diminui¢do de niveis de PTH e, consequentemente, a diminui¢ao de vitamina
D (CASTIGLIONI et al., 2013).

Em um trabalho realizado por Sonu ef al., (2016) foi relatado que os niveis séricos de
magnésio na urina em mulheres na p6s menopausa apresentaram uma significativa diminuigao
em detrimento das pré-menopausadas. Assim, ao considerarmos a diminuicdo dos niveis de
magnésio presente na menopausa, os dados encontrados no presente estudo divergem de
estudos anteriores, uma vez que ndo houve diferenca estatistica nos niveis de magnésio em
relagdo aos grupos.

No que tange os niveis de albumina, proteina plasmatica mais abundante e principal
determinante da pressdo coloidosmédtica, ndo foi encontrada significincia estatistica entre os
grupos. Nesse sentido, no que diz respeito aos niveis de albumina e magnésio uma das razdes
para ndo terem apresentado significancia estatistica pode se dar devido ao tempo de
tratamento de 15 dias, pois o efeito metabdlico demora a aparecer.

Paralelo a isso, no que concerne ao fogacho, outro sintoma muito presente na

menopausa, verificou-se que os animais do grupo OVX veiculo tiveram um aumento na
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variagdo quando comparados aos grupos OVX tratado com estrogénio e o grupo OVX tratado
com canabidiol. Ademais, o grupo OVX tratado apenas com canabidiol foi o que apresentou a
menor variagao de temperatura entre os grupos ovariectomizados.

Shuto e colaboradores (2005) em seu estudo concluiram que a rubor induzido por
exercicios forcados da pele da cauda em camundongos ovariectomizados pode ser utilizado
como modelo experimental de desregulacdo da temperatura em ondas de calor provenientes
da menopausa. Ademais, Shuto e colaboradores (2005) verificaram que a temperatura da
cauda de camundongos ovariectomizados que foram submetidos a exercicio forcado mostrou
um aumento rapido e acentuado em comparac¢do aos camundongos falsos operados resultado
esse que também foi evidenciado no nosso estudo. Ademais, também foi demostrado em seu
estudo que a administracdo de estrogénio teve um efeito protetor levando a melhora do tonus
vascular local.

Em um trabalho desenvolvido por Ikeda( 2008) onde foi utilizado 0 mesmo modelo de
inducdo de fogacho desenvolvido por Shuto e colaboradores (2005) e que o objetivo foi testar
se este modelo animal serviria como uma ferramenta de triagem para avaliar a efeitos de
potenciais compostos terapéuticos em ondas de calor da menopausa e utilizaram inibidores
seletivos da recaptacdo de serotonina fluvoxamina e paroxetina onde conseguiram concluir
que esses inibidores restauram a desregulacdo da temperatura induzida por exercicio forcado
em camundongos ovariectomizados comprovando que esse modelo pode ser utilizado para
simular ondas de calor em mulheres na menopausa, porque o aumento da condutancia
vascular periférica desencadeada pelo exercicio forcado e pelo fato dos camundongos nédo se
recuperarem prontamente devido a deficiéncia de estrogénio produzir o tonus vascular
anormal e/ou autorregulagdo insuficiente da vasculatura local e esse efeito foi revertido
devido a reposicao de estrogénio.

Sabe-se que a temperatura central ¢ modulada pelo estradiol e progesterona. Enquanto
a progesterona aumenta de forma central a temperatura, o estrogénio, por outro lado, acaba
diminuindo a temperatura corporal da mulher. Na fase lutea do ciclo menstrual ocorre um
grande aumento de progesterona e isso faz com que a temperatura da mulher nesse periodo a
temperatura central aumente cerca de 0,4°C acima da fase folicular (BAKER, 2007).

Apesar de ainda nao haver uma precisdo em relagdo aos mecanismos subjacentes do
fogacho a instabilidade vasomotora esta diretamente relacionada com a diminuicdo da

secrecdo de esteroides ovarianos. Ademais, alguns estudos sugerem as regides de
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termorregulacdo apresenta alguns receptores estrogénios e, por isso, podem influenciar sua
estrutura devido aos niveis de estrogénio (DEECHER DC et al., 2007).

Paralelo a isso, sabe-se que o receptor canabinoide CB1 ¢ o mais abundante ¢ esta
expresso em grande quantidade no sistema nervoso central. Dessa forma, esse receptor afeta
diversas funcdes dentre elas a termorregulacao (Fine PG et al, 2013). Muito se conhece que
roedores tratados com canabinoides apresentam hipotermia, porém esse sintoma sé foi
observado em baixas doses de THC, pois a partir do momento que a dose ¢ aumentada esse
efeito ¢ contrario, ou seja, acaba aumentando (SOFIA, 1972; FENNESSY; TAYLOR, 1977).

No nosso estudo o tratamento apenas com canabidiol teve menor variacdo de
temperatura do que o tratamento com estrogénio. Assim, novos estudos precisam ser
realizados para esclarecer o mecanismo do canabidiol nesse modelo experimental de indugao
de fogacho e regulacdo de temperatura. .

Em relagdo ao estudo morfologico do tecido uterino observou-se que no grupo OVX
CBD apesar das células estarem com um tamanho diminuido estavam preservadas em
comparagdo ao grupo OVX VEICULO. O grupo OVX CBD E2 apresentou caracteristicas
positivas visto que teve uma alta celularidade ¢ um endométrio muito ativo apresentando um
resultado melhor do que o grupo OVX CBD e semelhante ao resultado do OVX E2. Além
disso, apresentou um epitélio pseudoestratificado em comparagio com o OVX VEICULO que
apresentou um epitélio colunar simples. O canabidiol apresentar baixa afinidade pelos
receptores CB1 e CB2 e estudos indicam que o utero tem alta expressdo de receptores CB1 e
CB2 (Resuehr et al.,, 2012) (Sanchez ET AL., 2012). Segundo Peralta e colaboradores (2009)
os oocitos humanos expressam tanto CB1 como CB2 no tutero dependendo da fase do ciclo.
O CBD tem como uma das suas fungdes inibir a formagdo da FAAH o que,
consequentemente, inibe a formacdo da degradagdo da anandamida em NAGIly (N-
araquidonilglicina) (estimulante de GPR18) e de outros metabolitos. Ademais, o CBD mostra-
se ser um antagonista de GPR18 demostrando sua importincia para a prevencdo da
disseminagdo anormal do tecido endometrial.

No seu conjunto, estes achados corroboram as observagdes histoldgicas, indicando que
o CBD contribuiu para preservar a morfologia do sistema reprodutor, incluindo alteragdes
fisiologicas relacionadas com o ciclo estral. Os resultados da andlise histologica apoiam a
hipétese de que o CBD contribuiu para preservar a histologia uterina, nomeadamente
prevenindo a fibrose e mantendo estruturas epiteliais mais preservadas, ainda que com

dimensdo diminuida em relacdo ao grupo Sham.
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CONCLUSAO

Os resultados apresentados permitem sugerir que o canabidiol € relevante no que diz

respeito a alguns sintomas da menopausa principalmente quando ocorre a sua associagcao com

baixas doses de estrogénio.

VI.

O tratamento com a associagdo de baixas doses de canabidiol e estrogénio em ratas
ovariectomizadas apresentaram resultados favoraveis em relacdo ao peso corporal,
consumo de racdao, peso do tecido adiposo e peso uterino. Apresentou uma maior
maturacdo vaginal com melhora na sua atrofia, diminui¢do no consumo de ra¢do, tecido
adiposo e peso corporal em comparagao ao tratamento apenas com canabidiol.

Os niveis hormonais de Estradiol no sangue de ratas menopausadas tratadas com a
associacdo de canabidiol e estrogénio aumentaram em comparagdo aos demais grupos ja
os niveis de FSH foram maiores no grupo Sham do que os demais grupos.

O tratamento apenas com canabidiol e da associa¢do de canabidiol e estrogénio
apresentaram resultados significativos, pois ambos tiveram frequéncia maior que 50%
na fase estro do ciclo estral.

O tratamento apenas com canabidiol ajudou na preservacdo da histologia uterina onde
preveniu a fibrose e manteve as estruturas epiteliais preservadas.

Os niveis bioquimicos de albumina, magnésio e triglicerideos ndo apresentaram
alteragdes. Porém, os niveis de colesterol total no grupo tratado com associacao de
canabidiol e estrogénio apresentou uma diminui¢do em comparagdo ao grupo tratado
apenas com canabidiol.

O tratamento apenas com canabidiol contribuiu para mitigar os fogachos neste modelo

animal.

Além disso, sdo necessarias pesquisas adicionais para explorar os mecanismos

relacionados a esses dados encontrados no presente estudo para que, dessa forma, possa

investigar a possibilidade da utilizacdo do canabidiol para o tratamento de sintomas da

menopausa.
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Anexo A — Aprovacao da comissdo de ética no uso de animais
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