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RESUMO

O isolamento social em animais naturalmente socidveis, como os camundongos, esta associado
ao desenvolvimento de comportamentos ansiosos e depressivos. Uma potencial alternativa
terapéutica € o canabidiol (CBD), um composto derivado da Cannabis sativa. Este estudo teve
como objetivo investigar as alteracdes na espermatogénese de camundongos da linhagem
C57BL/6 submetidos ao isolamento social durante 12 semanas e tratados com CBD na dose de
30 mg/kg. Foram realizadas andlises histoldgicas e histomorfométricas de cortes transversais
dos tdbulos seminiferos nos estdgios inicial, intermedidrio e tardio do ciclo do epitélio
seminifero, visando avaliar mudangas estruturais induzidas pelas condi¢des experimentais. Os
resultados mostraram que, embora nio houvesse diferenga no peso do testiculo dos animais,
observou-se uma predominancia do estdgio inicial do ciclo do epitélio seminifero em relagio
aos demais estdgios, com uma redug¢do da frequéncia do estidgio tardio. Em termos
histomorfométricos, o CBD induziu um aumento na altura do epitélio seminifero no estigio
intermedidrio, enquanto o isolamento social aumentou a altura no estdgio tardio, e a drea total
dos tubulos seminiferos nos trés estiagios. Esse crescimento dos tibulos sugere uma possivel
adaptacdo para a producdo dos espermatozoides, mas a literatura aponta que tanto o estresse
cronico causado pelo isolamento social quanto o uso prolongado de CBD podem prejudicar o
sistema reprodutivo masculino, afetando esse processo. A auséncia de estudos que abordem as
mesmas varidveis histomorfométricas e a falta de andlises complementares neste trabalho
impediram conclusdes definitivas sobre os fatores que contribuiram para o aumento dos tibulos
seminiferos e se ele foi acompanhado ou ndo de uma ampliagio no rendimento da
espermatogénese. Para esclarecer essa questdo, trabalhos futuros devem realizar a quantificacio
dos niveis séricos de testosterona, LH e FSH, a contagem das células de Sertoli, Leydig e de
outras células germinativas, avaliar o didmetro dos tibulos seminiferos, bem como a andlise

quantitativa e qualitativa dos espermatozoides, avaliando se apresentam ou nao anormalidades.

Palavras-chave: Camundongos, Isolamento social, Depressio, Canabidiol, Espermatogénese



ABSTRACT

Social isolation in naturally sociable animals, such as mice, is associated with the development
of anxious and depressive behaviors. A potential therapeutic alternative is cannabidiol (CBD),
a compound derived from Cannabis sativa. This study aimed to investigate changes in the
spermatogenesis of C57BL/6 mice subjected to social isolation for 4 weeks and treated with
CBD (30 mg/kg). Histological and histomorphometric analyses were carried out on cross-
sections of seminiferous tubules in the early, middle, and late stages of the seminiferous
epithelium cycle to assess structural changes induced by the experimental conditions. The
results showed that, although there was no difference in the testis weight of the animals, there
was a predominance of the early stage of the seminiferous epithelium cycle to the other stages,
with a reduction in the frequency of the late stage. In histomorphometric terms, CBD induced
an increase in the height of the epithelium in the intermediate stage, while social isolation
increased the height in the late stage and the total area of the tubule in all three stages. This
tubule growth suggests a possible adaptation for sperm production. Still, the literature points
out that both chronic stress caused by social isolation and prolonged use of CBD can damage
the male reproductive system, affecting this process. The absence of studies addressing the
same histomorphometric variables and the lack of complementary analyses in this study
prevented definitive conclusions about the factors that contributed to the enlargement of the
seminiferous tubules and whether or not an increase in the yield of spermatogenesis
accompanied it. To clarify this issue, future studies should quantify serum levels of testosterone,
LH, and FSH, count Sertoli cells, Leydig cells, and other germ cells, assess the diameter of the
seminiferous tubules, as well as quantitative and qualitative analysis of the spermatozoa,

assessing whether or not they are abnormal.

Keywords: Mice, Social isolation, Depression, Cannabidiol, Spermatogenesis



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 Esquema ilustrativo dos tibulos seminfferos ............cceccoierrriiiiriiiiieeeiiiee e 1
Figura 2 Organizacdo esquematica da estratificacdo de células da linhagem germinativa da
ESPETTNALOZEINESE ....eeeeeeeiiuiititteeeeeeeiiteettteeee et et tteteeeees s aabtteeeeeesaaaabbtteeeeesaasbbtbeteees e sanebaaeeeeas 3
Figura 3 Processamento histoldgico dos testiculos de camundongos C57BL/6. .................. 13
Figura 4 Peso dos testiculos dos camundongos C57BL/6 ap6s isolamento social e tratamento
COM CBD et ettt ettt ettt e et e e e 15
Figura 5 Fotos de cortes transversais dos tibulos seminiferos de camundongos C57BL/6. . 16
Figura 6 Frequéncia de cortes transversais dos tibulos seminiferos nos estdgios inicial,
intermedidrio e tardio da espermatogénese de camundongos CS7BL/6.............cccovuveiennnnen. 17
Figura 7 Delineamento das medidas histomorfométricas dos tdbulos seminiferos de
camundongos CSTBLO.......coouuiiiiii ettt e 18
Figura 8 Altura do epitélio seminifero nos estidgios inicial, intermedidrio e tardio da
espermatogénese em camundongos CS7TBL/O...........cooiiiiiiiiiiiiiii e 19
Figura 9 Area total dos cortes transversais dos tdbulos seminiferos nos estagios inicial,

intermedidrio e tardio da espermatogénese de camundongos CS7TBL/6...........ccccoeviiiennnne.. 20



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 Associacdo dos tipos de células germinativas presentes nas vdrias fases do ciclo do
epitélio seminifero do camuUNAONGZO. ........eeiiiiiiiiiieiiiee ettt e et e e e 4
Tabela 2 Numero de cortes transversais de tibulos seminiferos presentes em cada um dos
estdgios da espermatogénese de camundongos CS7TBL/6..........cccooviiiiiiiiiiniiiiinniiceeee. 16

Tabela 3 AlteracOes estatisticamente significantes observadas nos grupos experimentais.... 21

Tabela 4 Condicoes experimentais responsaveis pelas altera¢des observadas...................... 21



LISTA DE ABREVIATURAS

2-AG 2-araquidonilglicerol

5-HT1A Receptor 5-hidroxitriptamina 1A

A/A1-A4  Espermatogdnia diferenciada- populacdo A
AEA Anandamida

ABHDI12  Dominio 12 da serina hidrolase a-p-hidrolase
ABHD6 Dominio 6 da serina hidrolase a-f-hidrolase
ABP Proteina ligadora de andrégenos

ANVISA  Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria

B Espermatogonia diferenciada - populacdo B
CBD Canabidiol

CBI1 Receptor canabinoide tipo 1

CB2 Receptor canabinoide tipo 2

COX-2 Ciclooxigenase 2
CUS Estresse cronico imprevisivel
D Diacinese

D.M.1e2 Divisao meiétical e 2

DSM Manual de Diagnéstico e Estatistica das Perturbacdes Mentais
EMA Agéncia Europeia de Medicamentos

FAAH Amida hidrolase de 4cidos graxos

FDA Food and Drug Administration

GnRH hormonio liberador de gonadotrofina

GPR55 Receptor acoplado a proteina G 55

GPCR Receptores canabinoides acoplados & proteina G

In Espermatogonia diferenciada populagao - intermedidria
L Leptéteno

LH Horménio luteinizante da hipéfise

LGS Sindrome de Lennox-Gastaut

LOX Lisoenzimas lipooxigenase

MAGL Monoacilglicerol lipase

NAAA Naciletanolamina amidase do dcido hidrolisante
P Paquiteno
TEPT Transtorno de estresse pds-traumatico

SD Sindrome de Dravet



SEC
SNC
TDM
TrpV1
TSC

Sistema Endocanabinoide

Sistema nervoso central

Transtorno depressivo maior

Potencial receptor transitério canal catidnico subfamilia V membro 1
Complexo de esclerose tuberosa

Zigébteno



SUMARIO

1. INEFOAUCAOD coeereiirrennnnnnriiccsssscnsnsniccsssssssssssssssssssssssssssssssssssonsassssssssssssssssssssssssssssnssssssssssssens 1
1.1, ESPEIMAtOZENESE ..ceeeeeiiuiiiiiiieeee et ettt e e ettt et e e e ettt e e e e e e s ettt eeeeeeanaabbeeeeeeeeenaas 1
1.2. Isolamento Social e Comportamento Tipo-Depressivo........uvveveeeeeeeriiieeeeiiiieeeeiieenens 5
1.3. Canabidiol e Sistema Endocanabinoide.............ccocveeriiiriiiiiniiiiiiiiiciieenec e 6

2. JUSHEICALIVA coounrerreiinininnnnenieensinsneninnsssesssnsssscssseesssssssesssesssesssnesssssssessssssssssssasssnsssasssassns 9

3. ODJELiVOS.ccrecrcunnrriecssescrssnsnresssssssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssss 10
3.1, ObJEtIVO GOTAL ..coiniiiiiiiiiiiii ettt ettt ettt e sttt e e s e e 10
3.2. Objetivos ESPECTIICOS .ouuvtiiiiiiiie ettt ettt et e e aeee e 10

4. MateriaiS € MELOUOS ....ucecuiisercsenseissercssenssnessancssnessnessansssecssesssessssssssssssasssassssssssssssassssass 11
AT ADIINIATIS ¢ttt ettt et e ettt e sttt e s bbbt e e ettt e e e abaeeesraeeas 11
4.2. ISOlamento SOCIAL ........ueeiiiiiiiiiiiiiee ettt ettt 11
4.3, TIALAMEILO ..eeeiiiiieieiiieee ettt ettt e ettt e et e ettt e ettt e e sttt e s bbb eeesabbeeessabaeeesnraeees 11
A4, BULANASIA ..c.eeeeiiiiiee ettt ettt et e ettt e ettt e s bttt e et e e e e e e ees 12
4.5. Processamento HiStOIOZICO ....cevviiiiiiiiiiiiieieiieiiiiece e e ettt e e eiere e e e s s aereeeee e 12
4.6. Anélise dos Estdgios da ESpermatogenese ..........ccceevvueeeeeniiiiieiniiieeeniieeennieeee e 13
4.7. Anélise das Medidas HiStomorfomeétricas ...........coccueevvieriieeniieennieenieeeniee e 14
4.8. AnAliSes EStatIStICAS .....eeeerruuiteriiiiie ittt ettt e et e 14

S. RESUIAAOS «euveeeureeiurenireeninneesneeisneesnnessssessssnessssessssessssssssssssssanssssassssssssssnsssssssssssssssnns 15
5.1. PeS0 dOS TESHCUIOS ....couviiiiiiiiiiieeiiie ettt 15
5.2. Estagios da ESPermatOZENESse .......cccuutieeiuiiieeiiiieeeeieiee ettt eeeeitte e e et eeeeaneeeeeeeeeeeens 15
5.3. Andlises HiStomoOrfomMEtriCas ........c.eeerueeriiieniiieiieniie et 18

5.3.1. Altura do Epitélio Seminifero () .......ccccceveeeeeeeiiiiieieieeeeiiiiieee e eseiiiieeeee e 18
5.3.2. Area Total dos Cortes Transversais do Tiibulo Seminifero (SO)........................ 19
5.4. Sintese das Andlises ObSEIVAAAS ........c.ceevveieriiiiriiiieiieenieeeite et 21

6. DISCUSSAQ «eeuvreerirnnersnnenssrnessneesssnssssseessnnesssssssssessssssssssesssssssssssssssssssassssssssssssssssassssssssssnns 22

7. CONCIUSAO uuueennreenrinineennnnnensaensnnssnesssnessnsssuesssesssassssesssssssessssesssssssssssssssassssasssnsssssssassssase 27

ReEfEIrENCIAS .ccouveerurenrenineennniniistinsnninecssinssesssnesssesssessnesssesssessssesssssssessssssssssssesssasssssssaesssass 28

Anexo A: Parecer da Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFOP)...ccceceeeeeeenen 38



1. INTRODUCAO
1.1. Espermatogénese

A espermatogénese € o processo de formacdo dos gametas masculinos, os
espermatozoides, a partir de células precursoras da linhagem germinativa, que garantem que o
sistema reprodutor masculino se torne funcional (DISSANAYAKE; KEERTHIRATHNA,;
PEIRIS, 2019). Ela ocorre nos tibulos seminiferos, no parénquima dos testiculos, de forma
ordenada e continua, onde as células germinativas precursoras, as espermatogonias-tronco,
passam pelas fases de espermatogdnia, espermatdcito — priméario e secundario — e espermatides
redondas e alongadas até se tornarem espermatozoides, que serdo liberados no limen dos
tibulos (MEISTRICH; HESS, 2013). O tibulo seminifero (Fig. 1) é uma estrutura altamente
dindmica que passa por uma constante remodelagdo ao longo da vida para possibilitar a
producdo de espermatozoides. Ele é caracterizado por comunicagdes complexas entre células
germinativas intimamente conectadas e células somdticas especializadas (CLEMENT et al.,
2021). Essas células da linhagem germinativa, juntamente as células de Sertoli compdem o

epitélio seminifero, formando numerosas camadas concéntricas (HESS, FRANCA, 2005).

Tuabulos
Seminiferos

| Testiculo
Escroto

Figura 1: Esquema ilustrativo dos tibulos seminiferos. Os tiibulos seminiferos localizam-se no interior do
testiculo, que é envolvido e protegido pelo escroto. A direita, observa-se uma se¢do histologica dos tubulos
seminiferos. Fonte: Criado em BioRender.com/ imagem: Science Photo Library Search

z

A cinética da diferenciacdo das células germinativas é regulada com precisio,
garantindo que sempre sejam encontrados em associacdo os estidgios de espermatogdnias,
espermatdcitos, espermdtides redondas e espermatides tardias. Diante disso, nas secgdes
transversais de tibulos seminiferos, ¢ comum identificar cerca de quatro geracdes de células

germinativas (MEISTRICH; HESS, 2013).



As células de Sertoli s@o as tnicas células somdticas presentes nos tibulos seminiferos.
Elas criam um microambiente altamente especializado para que a espermatogénese se processe,
além de desempenharem intimeras fungdes como a reabsor¢do de corpos residuais, producdo
da proteina de ligacdo ao andrégeno (ABP), formacdo da barreira hematotesticular e
sustentacdo mecénica e nutricional das células da linhagem germinativa (DE KRETSER et al.,
1998). No espaco intersticial estdo presentes os vasos sanguineos que circundam células
intersticiais e as células de Leydig (RUSSELL, 1993). As segundas produzem e secretam
diversos andrégenos, incluindo a testosterona, hormdénio responsavel pelo inicio,
processamento e manutencdo da espermatogénese (HOLSTEIN; SCHULZE; DAVIDOFF,
2003).

Sendo assim, os hormdnios sdo os fatores mais importantes no controle da
espermatogénese, dependendo da acdo do hormoénio foliculo-estimulante (FSH), que age nas
células de Sertoli promovendo a sintese e a secre¢@o de proteina ligante de andrégeno-ABP, e
do horménio luteinizante da hipofise (LH), que age nas células de Leydig estimulando a
producdo de testosterona. A alta concentragdo desse hormonio andrégeno no tibulo seminifero
€ uma condi¢do muito importante para estimular a espermatogénese (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2018). Estudos anteriores em modelos murinos demonstraram que os hormonios
sexuais, em concentragdes fisiologicas normais, sdo cruciais para a producdo de
espermatozoides, sendo assim, qualquer desvio nesses niveis pode impactar significativamente
o ciclo espermatogénico (ATANASSOVA et al., 1999; STANTON et al., 2012). Portanto, a
regulacdo e manutencdo da espermatogénese estdo associadas as funcdes enddcrinas do
organismo, de modo que alteragdes hormonais causadas pelo estresse podem afetar esse
processo (BHONGADE et al., 2015; HARDY et al., 2005; JANEVIC et al., 2014; LI et al.,
2020; MCGRADY, 1984).

As células-tronco espermatogoniais sdo essenciais para a fertilidade masculina, uma vez
que representam a base da espermatogénese (PHILLIPS; GASSEI; ORWIG, 2010). Essas
células possuem potenciais de autorenovagdo, para manter a produgdo de espermatotogdnias-
tronco (tipo A), e de se diferenciarem em espermatogdnias do tipo B (DE ROOIJ;
GROOTEGOEDT, 1998). Essas células precursoras diploides, que residem nas membranas
basais dos tdbulos seminiferos, sofrem mitoses sucessivas e aumentam de tamanho para dar
origem aos espermatdcitos primdrios. Estes, ainda diploides, realizam a primeira divisdo
meidtica, que é reducional, originando os espermatdcitos secundarios, células ja haploides. A
partir deles serdo formadas as espermatides arredondadas, por uma divisdo meidtica equacional

(Fig. 2). Na dltima etapa da espermatogénese, chamada de espermiogénese, as espermétides



arredondadas e haploides se diferenciam em espermdtides alongadas e finalmente em
espermatozoides, células altamente especializadas que sdo liberadas no Iimen dos tibulos

seminiferos (HESS; FRANCA, 2008).

Espermatogdneas
“indiferenciadas”

/\

Espermatogdneas /| |\A2
A

“diferenciadas”

TANK 4,

//////J\ A,
- AN .
Espermatdcitos // /| |\ \\

7 AR

Primario

Secunddrio
Espermatides

Figura 2: Organizacido esquemadtica da estratificacdo de células da linhagem germinativa da espermatogénese.
Populacdes de espermatogdnias indiferenciadas, que possuem atividade de células tronco, representada pelas
populagdes As, Apr, Aars, Aars€ Aar16. J4 as espermatogonias diferenciadas sdo representadas pelas populacdes A -
A4, In e B, que irdo se transformar nos espermatdcitos primdrios e secunddrios para dar origem, entdo, as
espermdtides. Fonte: Adaptado de (YOSHIDA, 2010).

Na espermatogénese, denomina-se "estdgios" as conexdes tipicas de células
germinativas identificadas em cortes transversais dos tiibulos seminiferos, representando as
diferentes fases que compdem esse processo (AHMED; DE ROOIJ, 2009). Em camundongos,
pelo método do sistema acrossdmico, foram descritos 12 estidgios que acontecem por volta de
8.6 dias (CLERMONT; TROTT, 1969; OAKBERG, 1956), com capacidade de produzir até 40
milhdes de espermatozoides por grama de parénquima testicular diariamente, mesmo por um
reduzido grupo de células tronco — o que indica uma alta eficiéncia espermdtica
(TEGELENBOSCH; DE ROOLIJ, 1993; THAYER et al., 2001; VALLI et al., 2015).

J4 em humanos, todo o processo espermatogénico € mais longo e dura cerca de 64 dias,
gerando uma quantidade reduzida de 4,4 milhdes de espermatozoides por grama de parénquima
testicular e apresentando apenas 6 estagios do ciclo do epitélio seminifero, também pelo método

do sistema acrossdmico (HESS; FRANCA, 2008; VALLI et al., 2015; CLERMONT, 1966).



Cada um dos estdgios revela distintas associagdes celulares que variam conforme o tipo
de espermatogdnia presente (A, In, B), a fase especifica da meiose em que os espermatdcitos
se encontram (pré-leptéteno, leptoteno, zigbteno, paquiteno e dipldteno), assim como o tipo (1
a 16) e a quantidade (exclusivamente redonda, exclusivamente alongada ou ambas) de
espermatides em um corte especifico (Tab. 1) (HESS; FRANCA, 2008). A identificacdo e
avaliacdo dos estdgios da espermatogénese podem indicar mudangas histopatolégicas nas

células reprodutivas de animais (LI et al., 2019; VANGOMPEL,; XU, 2010).

Estagios/Tipos
Celulares

Espermatides 1313141415 | 15 | 16 16

I |II | IOI | IV | V | VI |\VII| VIl | IX| X | XI XII

Espermatides 1 21311415 6 7 8 9 | 10 | 11 12
Espermatécitos | P | P | P | P | P P P P P |PD| D |[DM1E2
Espermatogonia | A | In | B | B | B |BpL | pL |pL/L | L |L/Z| Z Z/P
Espermatogonia A A Al A | A A

Tabela 1: Associacdo dos tipos de células germinativas presentes nas vdrias fases do ciclo do epitélio seminifero
do camundongo. De acordo com o método do sistema acrossdmico, os niimeros romanos identificam os 12 estagios
do ciclo do epitélio seminifero, enquanto os nimeros de 1 a 8 denotam as espermatides redondas, e os niimeros de
9 a 16 indicam as espermdtides alongadas. As espermatogdnias diferenciadas sdo representadas pelas populagdes
A,IneB.Jdostermos pL, L, Z, P, De D.M. 1 e 2, indicam a fase da meiose em que se encontra espermatdcito no
processo de divisdo celular. Fonte: Adaptado de (AHMED; DE ROOIJ, 2009).

A sequéncia de eventos que ocorre desde o desaparecimento de uma determinada
associacdo celular até seu reaparecimento em uma determinada drea do epitélio seminifero
constitui o ciclo do epitélio seminifero (BERNDTSON, 1977). J4 a maneira sincronizada pela
qual acontece a diferenciacio espermatogénica recebe o nome de “onda do epitélio seminifero”,
nela, as células germinativas mudam de forma ciclica com as outras camadas ao longo do
tempo, dando origem a uma sequéncia sucessiva de estdgios, que vao se repetindo ao longo do
comprimento dos tibulos. Sendo assim, o estagio I € sucedido pelo estagio II, seguido pelo
estdgio III e assim por diante, até alcancar o estdgio XII, que retorna ao estdgio I. A formacao
dessa sequéncia € gerada pelo desenvolvimento coordenado de unidades clonais de células
germinativas. (PEREY; CLERMONT; LEBLOND, 1961; RUSSELL, 1993). Sendo assim, o
processo de espermatogénese em camundongos, desde as espermatogonias indiferenciadas do
tipo A até a formacao dos espermatozoides maduros, requer 4 ciclos, que ocorrem ao longo de
aproximadamente 35 dias (RUSSEL, 1993).

Apesar da importancia dos mecanismos regulatérios na espermatogé€nese, estudos
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indicam que esse processo € vulnerdvel a influéncias externas, como o uso cronico de canabidiol
(CBD) (CAPODICE; KAPLAN, 2021; CARVALHO et al., 2018, 2022; DALTERIO et al.,
1984; LIM; SQUIRE; JUNG, 2023; PACEY et al., 2014; THOMPSON, 1993) e o estresse
advindo de comportamentos tipo-depressivo (BHONGADE et al., 2015; HARDY et al., 2005;
JANEVIC et al., 2014; LI et al., 2020; MCGRADY, 1984).

1.2. Isolamento Social e Comportamento Tipo-Depressivo

O isolamento social se tornou um assunto recorrente desde que a pandemia do
COVIDI19 atingiu todo o mundo e tornou necessdria a ado¢ao do distanciamento como medida
indispensdavel para conter a disseminacdo da doenga (FELDMAN et al., 2022). Para as espécies
altamente sociais, como a maioria dos mamiferos, o isolamento € um estressor associado a uma
variedade de efeitos nocivos, incluindo raiva, pensamentos obsessivos, perturbacdes cognitivas,
insOnia, perturbacio de estresse pds-traumdtico (PTSD), problemas de controle dos impulsos,
perda de identidade, paranoia e psicose (BRAIN; BENTON, 1979; JAMES; VANKO, 2021).

A exposicao cronica de modelos animais ao isolamento pode impactar o funcionamento
do sistema cardiovascular, das atividades neuroenddcrinas e induzir um aumento na incidéncia
de comportamentos associados a ansiedade e depressio (BOSCH et al., 2009; GRIPPO;
CUSHING; CARTER, 2007; GRIPPO et al., 2007; MEDENDOREP et al., 2018). As mudangas
observadas em modelos murinos estio relacionadas a alteracdes cerebrais como, alteragdes na
plasticidade sinaptica, redu¢do no nimero global de neurdnios e na vasculariza¢cdo (BLANCO-
SUAREZ, 2019; LOBEL; AKIL, 2018). As consequéncias dessas alteracdes sao observadas em
aspectos fisiolégicos e comportamentais, que podem desencadear o aparecimento nos roedores
de sintomas semelhantes aos do transtorno depressivo maior (TDM) e a ansiedade em humanos
(CHALLA et al., 2023; GRIPPO; CUSHING; CARTER, 2007; KIM; KIRKPATRICK, 1966).

O transtorno depressivo maior € caracterizado pela manifestacdo de uma extensa
variedade de sintomas, que abrangem desde aspectos emocionais, motivacionais, cognitivos e
fisiologicos (EVANS et al., 2005). De acordo com a Organizacdo Mundial de Saidde, os
distirbios depressivos passaram a ser a principal causa de incapacidade, ultrapassando todas as
demais condig¢des fisicas ou mentais (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017). Conforme
0 Manual de Diagnéstico e Estatistica das Perturbacdes Mentais (DSM), o TDM ¢é identificado
por dois sinais principais: o humor deprimido e a perda de interesse e prazer nas atividades,
conhecida como anedonia. Além desses, ha também sintomas secundarios, incluindo

pensamentos recorrentes de morte e/ou suicidio, dificuldades de atencdo ou concentragdo,

sentimentos de inutilidade, culpa excessiva ou inadequada, fadiga ou perda de energia, agitacdo,



atraso psicomotor, insdnia ou hipersonia e perda ou aumento significativo de peso
(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013). Além disso, ele também se associa a
uma variedade de efeitos adversos e formas de incapacidade funcional, incluindo o
desenvolvimento de condi¢des como diabetes, ataques cardiacos, doengas corondrias, acidentes
vasculares cerebrais, alguns tipos de canceres e disfuncdes reprodutivas (KESSLER et al.,
2015; DAWOOD etal., 2013; BRESLAU et al., 2008; GILLEN et al., 2001).

Muitos transtornos somaticos € mentais decorrentes desse estresse cronico, incluindo a
depressao (SCHMIDT et al., 2010), levam a disfun¢@o da espermatogénese (FENSTER et al.,
1997; JANEVIC etal., 2014). Estudos clinicos indicam que ele reduz a contagem e a motilidade
de espermatozoides humanos (GOLLENBERG et al., 2010; FENSTER et al., 1997); ¢ trabalhos
utilizando modelo animal revelaram declinio significativo na capacidade de fertilizac@o, atraso
da maturagdo testicular e danos organicos em células da linhagem germinativa masculina
(ALMEIDA et al., 2000; SAKI et al., 2009; RIBEIRO et al., 2018; WANG et al., 2017).

Induzir esse estresse em roedores através do isolamento social, tem sido utilizado como
um bom modelo para desencadear o comportamento do tipo-depressivo, com consequéncias
semelhantes aquelas observadas em seres humanos (MARTIN; BROWN, 2010). Essa
separacdo de animais adultos resulta no surgimento de caracteristicas tipo-depressivas como,
anedonia, déficits exploratérios relacionados a ansiedade, aumento na imobilidade durante o
teste de natagéo forcada, entre outros comportamentos relacionados (KIM; HAN, 2006; LEE et
al., 2013; ULLOA et al., 2010; VOORHEES et al., 2013).

Dada a frequéncia, os custos, os efeitos adversos e o impacto funcional das perturbacoes
depressivas, o desenvolvimento de estratégias de avaliagdo e intervencdo sdo de suma
importancia (ROSE et al., 2020). Uma vez que os métodos tradicionais se mostram limitados,

a busca por novas alternativas de terapia se tornou necessiria (LEDFORD, 2014).
1.3. Canabidiol e Sistema Endocanabinoide

O canabidiol (CBD) € um fitocanabinoide ndo psicominético, extraido de plantas do
género Cannabis, que vem sendo extensamente estudado por suas caracteristicas
farmacolégicas (CAPODICE; KAPLAN, 2021). Além disso, o aumento do consumo recreativo
da planta Cannabis sativa nas décadas de 1960 e 1970 impulsionou a intensificacdo das
pesquisas voltadas ao isolamento de seus principais constituintes (ZUARDI, 2006). A
progressdo dos estudos tem apontado o CBD como uma possivel estratégia terap€utica para o
tratamento de quadros de depressio e ansiedade (GARCIA-GUTIERREZ et al., 2020).

A eficidcia do CBD € comprovada no tratamento da epilepsia, um distirbio do sistema



nervoso central. Nesse sentido foi desenvolvido um medicamento comercialmente conhecido
como Epidiolex®, a base de CBD, aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) dos
EUA em 2018 e pela Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA) em 2019, como tratamento
complementar para duas epilepsias raras: sindrome de Dravet (SD) e sindrome de Lennox-
Gastaut (LGS). Em 2020 e 2021, ambas as organiza¢des também deram aval a formulacio oral
do medicamento destinado ao tratamento do complexo de esclerose tuberosa (TSC)
(EPIDIOLEX, 2024.; U.S. FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2020). Outro
medicamento, chamado Sativex®, um spray oral contendo CBD e THC delta-9 na propor¢ao
de 1:1, foi aprovado em vdrios paises, incluindo Reino Unido, Unido Europeia e Canad4, para
o tratamento da espasticidade associada a esclerose miultipla (SATIVEX®, s.d.). No Brasil, a
farmacéutica Prati-Donaduzzi detém os direitos legais para produzir e comercializar solugdes
de CBD, cujo uso € controlado pela ANVISA e autorizado para o tratamento de enfermidades
especificas, como a epilepsia, em humanos e animais, sendo sua utilizagdo condicionada a
receita médica e ao cumprimento das diretrizes da ANVISA para assegurar a seguranca e
eficacia do tratamento (BASTOS; BONORINO, 2022; HADDAD; RAMOS; DE FREITAS;
JUNIOR et al., 2022; OSORIO-DE-CASTRO, 2024; REZENDE; TOFFANO, 2021; SANTOS
PINTO; ESHER; DOS SANTOS OLIVEIRA; WORLD HEALTH, 2016).

Além da utilizagdo do CBD ser aprovada por agéncias de seguranga em saude, muitas
pesquisas vém apresentando novas perspectivas terapéuticas, que ainda precisam de mais
estudos, relacionadas a distdrbios alimentares e do sono, convulsées, transtorno do espectro
autista, doenca de Huntington, Parkinson e Alzheimer (BARCHEL et al., 2019; CHAVES;
FURTADO; MATHEUS, 2022; MILLAR et al., 2019). Estudos prévios também mostraram a
sua possivel eficdcia antimicrobiana, imunossupressora, antiemética, antireabsortiva,
espasmolitica, antitumoral, antifibrética e anticonvulsivante (AVIELLO et al., 2012; EL-
REMESSY et al., 2006; KARMAUS et al., 2013; PISANTI et al., 2017).

Os mecanismos de a¢do do CBD no organismo ainda estdo sob investigacdo, mas é
conhecido que os mamiferos possuem um sistema especifico onde atuam endocanabinoides e
fitocanabinoides (MOUSLECH; VALLA, 2009). O sistema endocanabinoide humano (ECS) é
formado pelos receptores canabinoides acoplados a proteina G (GPCR), do tipo 1 e 2 (CB1 e
CB2) e seus principais ligantes enddgenos, que sio responsaveis por modular suas atividades,
chamados de endocanabinoides , sendo eles o araquidonoiletanolamida (AEA ou anandamida)
e 2- araquidonoilglicerol (2- AG), ambos derivados do dcido araquidonico (HILL et al., 2009;
HILLARD, 2000; HOWLETT, 2002 TSUBOI et al., 2018) e por duas familias principais de

enzimas, a amida hidrolase de dcidos graxos (FAAH) e a monoacilglicerol lipase (MAGL)



(VANDEVOORDE; LAMBERT, 2007).

Os receptores CB1 sdo amplamente expressos no sistema nervoso central (SNC),
estando mais abundante em dreas do cérebro associadas ao controle motor, respostas
emocionais, comportamento motivado e homeostase energética, mas também estdo presentes
no figado, pulmdes, trato gastrointestinal, misculos, corag@o, pancreas, tecido adiposo, sistema
imune e sistema reprodutivo. J4 os receptores CB2 sdo encontrados principalmente em células
e tecidos relacionadas ao sistema imunolégico, como em leucdcitos, timo, baco e medula dssea
e também podem ser identificados em ossos, na pele, no pancreas e no figado (PENG et al.,
2022; REZENDE et al., 2023).

Os endocanabinoides 2-AG e AEA sdo mantidos em seus niveis basais pelas enzimas
FAAH e MAGL (VANDEVOORDE; LAMBERT, 2007). No entanto, os endocanabinoides
também podem ser hidrolisados pela ciclooxigenase-2 (COX-2), pela naciletanolamina amidase
do 4cido hidrolisante (NAAA), por isoenzimas lipo-oxigenase (LOX), por serinas hidrolases a-
B-hidrolase (ABHD6, ABHD12) e pelo citocromo P-450 (BORNHEIM et al., 1993; MARRS
et al., 2010; SAVINAINEN; SAARIO; LAITINEN, 2012; UEDA et al., 1995; UEDA;
TSUBOI; UYAMA, 2010; YU; IVES; RAMESHA, 1997).

Embora sistema endocanabinoide seja primariamente um sistema neuromodulador
central e periférico, responsavel pela regulacdo da resposta neuroenddcrina ao estresse, seus
componentes estdo amplamente distribuidos pelo organismo, sendo capazes de interagirem com
outros sistemas, como o reprodutor. No contexto masculino, esses elementos estdo presentes
nos corpos cavernosos, vesiculas seminais, testiculos e espermatozoides, destacando o
importante papel que o SEC desempenha na regulacdo do sistema reprodutor masculino.
(CAPODICE; KAPLAN, 2021).

O CBD possui um mecanismo de acdo mudltiplo, uma vez que atua em diferentes
sistemas, como os sistemas serotoninérgico, opioide e o endocanabinoide (KATHMANN et al.,
2006; PERTWEE, 2008, RUSSO, 2005). Nesse ultimo, sua agdo € realizada através de
modulagdo alostérica negativa com os receptores CB1 e CB2, aos quais possui uma fraca
afinidade (CHYE et al., 2019; LAPRAIRIE et al., 2015; MARTINEZ- PINILLA et al., 2017;
MORALES et al., 2016). Além destes receptores, o CBD interage com outros receptores
neurais, incluindo GprS5, TrpV1 e 5-HT1A (ZUARDI et al., 2017). Essa diversidade de efeitos
do CBD através de multiplas vias parece ser a explicacdo para sua potencial aplicabilidade em

variadas abordagens terapéuticas (CAPODICE; KAPLAN, 2021).



2. JUSTIFICATIVA

Este estudo se justifica pelo crescente uso terapéutico de fitocanabinoides —
especialmente o canabidiol — e pela intensificacdo de fatores de estresse social, como o
isolamento social. Ambos tém sido relacionados a disfungdes no sistema reprodutivo
masculino, impactando diretamente a espermatogénese e a fertilidade, ja que este processo é
particularmente vulneravel a influéncias externas.

Trabalhos anteriores indicam que o isolamento social, uma forma de estresse cronico,
pode desencadear respostas fisiologicas e comportamentais prejudiciais. Animais submetidos a
essa condi¢cdo apresentam nio apenas comportamentos ansiosos e depressivos, mas também
disfuncdes no eixo hipotdlamo-hipdfise-gonadal, um dos principais reguladores da
espermatogénese.

Quanto ao uso cronico de CBD, embora ele, aparentemente, apresente caracteristicas
farmacolégicas em diversas condigdes, estudos sugerem que pode afetar negativamente o
sistema reprodutivo. Sendo assim, embora haja evidéncias cientificas que sustentem o potencial
terapéutico do CBD, os impactos de seu uso prolongado ainda ndo foram totalmente
esclarecidos. Aparentemente, o seu uso continuo pode interferir negativamente na
espermatogénese.

Portanto, investigar os efeitos do isolamento social e do CBD sobre a espermatogénese
¢ essencial para compreender melhor os impactos dessas condi¢gdes e desenvolver estratégias

que preservem a fertilidade masculina.



3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Investigar as mudancas na dindmica da espermatogénese em camundongos C57BL/6 que

foram submetidos ao isolamento social e tratados com canabidiol.
3.2. Objetivos Especificos

e Avaliar o impacto da inducdo do comportamento do tipo depressivo através do
isolamento social no ciclo do epitélio seminifero;
e Avaliar o impacto do uso cronico do canabidiol no ciclo do epitélio seminifero;

e Analisar a histomorfometria dos tibulos seminiferos.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Animais

Para a realizagdo deste trabalho foram utilizados 36 camundongos isogé€nicos machos
adultos (de 10 a 12 semanas) da linhagem C57BL/6 divididos em 4 grupos experimentais (n=9):
(1) Veiculo agrupado, (2) CBD agrupado, (3) Veiculo isolado e (4) CBD isolado. Os animais
foram alojados em caixas de plastico medindo 20,5 x 30 x 13 cm, forradas com maravalha que
foram mantidas em uma sala do Centro de Ciéncia Animal (CCA) da Universidade Federal de
Ouro Preto (UFOP), com temperatura controlada de 23°C (£2°C) e umidade relativa do ar em
torno de 70%. O ambiente seguiu um ciclo de iluminagdo reverso de 12 horas claro/12 horas
escuro, com as luzes se apagando as 18:00 e acendendo as 06:00. Os animais tiveram acesso ad
libitum a ragdo comercial e dgua filtrada.

Todos os protocolos experimentais do projeto foram aprovados pelo Comité de Etica no
Uso de Animais da Universidade Federal de Ouro Preto (protocolo n° 9436050721-
CEUA/UFOP).

4.2. Isolamento social

A inducdo do comportamento tipo-depressivo por isolamento social foi realizada
adaptando o modelo de Martin e Brown (2010). Os camundongos isolados permaneceram em
caixas individuais durante 12 semanas (BUCKNER et al., 2008) e o teste de preferéncia a
sacarose foi realizado na 8* e 12* semana de isolamento para confirmar a anedonia. Ja os

camundongos agrupados foram dispostos em gaiolas com 3 animais cada.
4.3. Tratamento

Ap6s 8 semanas de isolamento, iniciou-se o protocolo de tratamento; assim, as dltimas
4 semanas de isolamento também foi acompanhada da administragdo de CBD ou veiculo.

O tratamento com CBD na dose de 30 mg/kg/dia (Prati-Donaduzzi 50 mg/ml solucdo
oral em frascos com 30 ml) via gavagem dos grupos isolado e agrupado foi realizado sob
autoriza¢do da ANVISA pelo protocolo nimero 25352.893423/2131. A administragdo foi feita
por 4 semanas e o volume foi corrigido diariamente com base no peso do animal. Os
camundongos isolados e agrupados utilizados como controle receberam 6leo de girassol como
veiculo.

A dose de CBD escolhida para o tratamento foi feita com base na literatura e dados

obtidos em uma investigacdo piloto realizada pelo grupo de pesquisa do Laboratério de
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Neurobiologia e Biomateriais da UFOP (dados ndao publicados) (HARTMANN; LISBOA;
SONEGO; COUTINHO et al, 2019; VIUDEZ-MARTINEZ; GARCIA- GUTIERREZ;
MEDRANO RELINQUE; NAVARRON et al., 2019).

4.4. Eutanasia

Apds as 4 semanas de tratamento, totalizando 12 semanas de isolamento ou
agrupamento, os camundongos passaram por testes comportamentais e foram eutanasiados por
deslocamento cervical (CLARKSON; MARTIN; MCKEEGAN, 2022) seguindo as orienta¢des
da Resolu¢do Normativa CONCEA n°® 37/2018. Apds a eutandsia os animais passaram por

incis@o na bolsa escrotal e coleta dos testiculos e epididimos.
4.5. Processamento Histolégico

Os testiculos foram lavados em solucdo salina, pesados e fixados em formol (10%)
tamponado (pH 7.2) por 48 horas. Apds a fixagdo, desidratou-se as amostras em séries
crescentes de édlcoois iniciando em dlcool etilico 70% com trocas a cada meia hora para as
concentragdes de 80%, 90%, 95% e alcool absoluto por 40 minutos. Apds a completa
desidratagdo, elas foram infiltradas por resina acrilica (Leica®) overnight e embebidas em resina
acrilica nova por mais 2 h.

Foi preparado o meio de inclusdo com 15 ml do meio de infiltracdo e 1 ml de
endurecedor Hardner, deixando-o no freezer por 1 semana. Para a montagem da placa de
inclusdo, os 6rgios e o meio de inclusdo foram distribuidos em moldes de polietileno e mantidos
na estufa por 3 dias. Em seguida, retiraram-se as amostras dos moldes e as colaram com cola
instantanea (cianoacrilato) em blocos de madeira.

Os blocos foram seccionados em micrétomo semiautomadtico (Easypath) com intervalos
de 14 secdes para a coleta de cada corte na espessura de 3 uM. Foram preparadas 2 laminas
com 6 cortes cada para cada animal. As laminas foram coradas com azul de toluidina/borato de

sédio (1%) por 3 minutos e montadas com o meio de montagem Entellan (Fig. 3).
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Figura 3: Processamento histolégico dos testiculos de camundongos C57BL/6. Esquema representativo de como
foi realizada a confeccdo das laminas com cortes transversais dos tubulos seminiferos de testiculos de
camundongos C57BL/6. Fonte: Criado em BioRender.com

4.6. Analise dos Estagios da Espermatogénese

Todas as imagens deste estudo foram capturadas com uma cimera AmScope (Modelo
MU300) acoplada ao microscépio de luz (Olympus BX31) com aumento de 400x.

A avaliagdo da espermatogénese foi realizada por meio da andlise de 96 fotos de cortes
transversais de tibulos seminiferos por animal, utilizando o software AmScope ToupView
(Versdo 3.7.). A frequéncia dos estagios foi estimada a partir da subdivisdo do ciclo do epitélio
seminifero da espermatogénese em trés estidgios principais, de acordo com caracteristicas
adaptadas de Hess e Franca (2008) e Meistrich e Hess (2013):

e Estdgio Inicial (I-V): presenca de espermatides arredondas e alongadas, espermatdcitos em
paquiteno e espermatogdnias do tipo A ou intermedidrias.

e Estagio Intermediario (VI-VIII): presenca de espermatides alongadas ao redor do ldmen,
espermadtides arredondadas, espermatogdnias do tipo B e espermatdcitos pré-leptétenos e
leptétenos. Especificamente, no estdgio VIII ocorre a espermiogénese e as espermatides
alongadas estao sendo liberadas no ltimen.

e Estigio Tardio/de Maturacdao (IX-XII): espermatozoides no limen dos tibulos, presenca
de apenas espermatides alongadas, espermatdcitos meidticos e/ou secundérios leptétenos

ou zigbtenos E diversas figuras de meiose.
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4.7. Analise das Medidas Histomorfométricas

Para a investigagdo das medidas histomorfométricas dos tibulos seminiferos, foram
coletadas 45 fotos de cortes transversais aleatérios de tibulos por animal, sendo 15 fotos para
cada estagio (inicial, intermedidrio e tardio).

A andlise das fotografias foi realizada utilizando o software ImageJ] (1.8.0). Com os
recursos de mensuragdo do programa, os seguintes parametros foram obtidos sobre as seccoes
transversais de tdbulos seminiferos: (1) drea total (SO) em um? e (2) altura do epitélio (h) em
pm.

A escala foi construida baseada na comparacdo de uma imagem de corte transversal
padrdo com régua, no aumento de 400x do microscopio, que indicou que 326 pixels

correspondiam a 100 pm.
4.8. Analises Estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o sistema de software de anélise
Graph-Pad Prism (vers@o 9.0), também responsavel por gerar os graficos. A normalidade foi
avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk e os outliers foram removidos. Para comparacdes mdltiplas,
foi utilizada a andlise de varidncia (ANOVA) de duas vias (estresse X tratamento) e as
diferencas significativas foram testadas pelo teste pds-teste de Tukey. O nivel de significancia

considerado foi p < 0,05. Os resultados estio expressos como média + desvio padrio.
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5. RESULTADOS
5.1. Peso dos Testiculos

O peso dos testiculos dos animais variou entre 0,07 e 0,10 gramas em todos grupos. No
entanto, a analise estatistica ndo revelou diferencgas significativas entre eles, indicando que tanto
o CBD quanto o comportamento tipo-depressivo ndo foram capazes de provocar alteracdes

nesse parametro (Fig. 4).
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Figura 4: Peso dos testiculos dos camundongos C57BL/6 apds isolamento social e tratamento com CBD.
(VA =9 animais; VI = 9 animais, CBDA= 9 animais, CBDI = 9 animais). Veiculo agrupado: 0,090 + 0,0115 g;
Veiculo isolado: 0,093 + 0,0076 g; CBD agrupado: 0,094 + 0,0053 g; CBD isolado: 0,096 + 0,0053 g. A andlise
por Two-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Tukey demonstrou que ndo houve diferenca entre os grupos
analisados quando comparado aos controles nos seguintes parametros: significancia do tratamento [F (1, 24) =
1,442; P=0,2415], do estresse [F (1, 24) = 0,5192; P=0,4781] e da interagdo tratamento x estresse [F (1, 24) =
0,05769; P=0,8122]. Fonte: elaboragdo prépria.

5.2. Estagios da Espermatogénese

Seguindo o padrdo das associagcdes celulares que variam conforme o tipo de
espermatogoOnia presente, a fase especifica da meiose em que os espermatdcitos se encontram,
assim como o tipo e a quantidade de espermétides em um corte especifico, foi possivel agrupar
cada uma das 3456 imagens dos cortes transversais dos tibulos seminiferos no seu estigio
correspondente do ciclo do epitélio seminifero da espermatogénese (Fig. 5).

Nos cortes em estagio inicial, que compreende as fases [ a V da espermatogénese, foram
observadas duas geracdes de espermatides, onde as espermatides arredondadas apresentavam o
inicio da formagdo do acrossoma, uma geracdo de espermatdcitos em estigio de paquiteno e
algumas espermatogdnias do tipo A ou intermedidrias. J4 no estidgio intermedidrio, que
compreende as fases VI a VIII, foram observadas espermatogonias do tipo B, que podem ser
identificadas por sua heterocromatina, duas geragdes de espermdtides e espermatdcito
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pré-leptétenos ou leptdtenos; mais especificamente no estidgio VIII, ocorre a espermiogénese,
e as espermatides alongadas sdo liberadas no limen. Por fim, nos cortes em estdgio tardio, que
compreendem as fases IX a XII da espermatogénese, foram observadas apenas espermatides
alongadas, espermatdcitos na 1* ou 2* divisdo meidtica e/ou espermatdcitos secunddrios na fase

de leptéteno ou zigdteno.
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Figura 5: Fotos de cortes transversais dos tibulos seminiferos de camundongos C57BL/6. (A) Estdgio inicial; (B)
Estdgio intermedidrio; (C) Estdgio tardio.EA- Espermatogbnia tipo A; EB- Espermatogdnia tipo B; AR-
Espermatide arredondada; AL- Espermdtide alongada; E1- Espermatécito primdrio; E2- Espermatdcito
secunddrio; CS- Célula de Sertoli. CL-Célula de Leydig; SZ: Espermatozoide. Imagens tiradas na cimera
AimScope acoplada ao microscépio de luz Olympus BX31. Aumento de 400X. Fonte: elaboragdo propria.

Em relagdo ao niimero de cortes transversais dos tibulos seminiferos agrupados em
estagios inicial, intermedidrio ou tardio, houve o mesmo padrdo de distribuicdo entre os
camundongos isolados e agrupados, tratados com CBD ou veiculo. Em todos os grupos foi
observada a predominincia do estagio inicial sobre o intermedidrio, e deste sobre o tardio

(Tab.2).

Nuimero total de cortes transversais dos tibulos seminiferos por estagio
Grupos
Estédgio Inicial Est4gio Intermediario Estdgio Tardio

Veiculo Agrupado 441 235 186
CBD Agrupado 464 251 149
Veiculo Isolado 474 219 169
CBD Isolado 423 270 169
TOTAL 1802 975 673

Tabela 2: Numero de cortes transversais de tibulos seminiferos presentes em cada um dos estdgios da
espermatogénese de camundongos C57BL/6. Nimero de cortes transversais de tibulos seminiferos em estdgios
inicial (I a V), intermedidrio (VI a VIII) e tardio (IX a XII) em cada um dos 4 grupos experimentais. Fonte:
elaboragdo prépria.
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As andlises estatisticas mostraram que nao houve diferenca entre os grupos avaliados
nos estagios inicial e intermedidrio. J4 o ndmero total de cortes transversais em estagio tardio
foi menor (p= 0,0489) no grupo de camundongos agrupados que receberam CBD, quando

comparado aos animais agrupados que receberam apenas veiculo (Fig. 6).
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Figura 6: Frequéncia de cortes transversais de tiibulos seminiferos nos estigios inicial, intermedidrio e tardio da
espermatogénese de camundongos C57BL/6. (VA = 9 animais; VI = 9 animais, CBDA= 9 animais, CBDI = 9
animais). A) Veiculo agrupado: 55 + 9,2; Veiculo isolado: 53 + 8,4; CBD agrupado: 52 + 9,9; CBD isolado:
47 + 5,8. Nesse estagio, a andlise por Two-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Tukey demonstrou que ndo
houve diferenga entre os grupos analisados quando comparado aos controles nos seguintes pardmetros:
significancia do tratamento [F (1, 31) = 2,602; P=0,1168], do estresse [F (1, 31) = 1,501; P=0,2298] e da interagdo
tratamento x estresse [F (1, 31) = 0,1342; P=0,7166]. B) Veiculo agrupado: 29 + 11; Veiculo isolado: 24 + 9,8;
CBD agrupado: 28 + 8,4; CBD isolado: 30 + 8,3. Nesse estdgio, a andlise por Two-way ANOVA seguido pelo
pos-teste de Tukey demonstrou que nido houve diferenga entre os grupos analisados quando comparado aos
controles nos seguintes parametros: significancia do tratamento [F (1, 31) = 0,4374; P=0,5133], do estresse
[F (1, 31) = 0,2149; P=0,6462] e da interacdo tratamento x estresse [F (1, 31) = 1,280; P=0,2665]. C) Veiculo
agrupado: 23 + 5,4; Veiculo isolado: 19 + 4,6; CBD agrupado: 17 + 3,4; CBD isolado: 19 + 6,4. Nesse estdgio, a
andlise por Two-way ANOVA demonstrou que ndo houve diferenca entre os grupos analisados quando comparado
aos controles nos seguintes pardmetros significincia do tratamento [F (1, 31) = 3,823; P=0,0596], do estresse [F
(1, 31) =0,4319; P=0,5159] e da interagdo tratamento x estresse [F (1, 31) = 3,823 P=0,0596]; contudo, o teste de
comparac¢des multiplas de Tukey revelou diferenca significativa entre VA e CBDA (P= 0,0489). *p < 0,05. Fonte:
elaborag@o prépria.
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5.3. Analises Histomorfométricas

As analises histomorfométricas dos cortes transversais dos tibulos seminiferos foram

realizadas seguindo os critérios ilustrados na prancha abaixo (Fig.7):

Figura 7: Delineamento das medidas histomorfométricas dos tibulos seminiferos de camundongos C57BL/6.
A- drea total do tibulo (S0) delineada manualmente; B — altura do epitélio (h) indicada pelo traco da base ao limen
do tdbulo. Imagens tiradas na camera AmScope acoplada ao microscépio de luz Olympus BX31. Aumento de
400X. Fonte: elaboragdo propria.

5.3.1. Altura do Epitélio Seminifero (h)

No estdgio inicial da espermatogénese nao foram observadas diferencas significativas
entre a altura do epitélio seminifero dos grupos, indicando que o CBD e o comportamento
tipo-depressivo ndo afetaram esse parametro nesse estidgio. J4 no estdgio intermedidrio da
espermatogénese foi observado aumento na altura do epitélio seminifero do grupo CBD isolado
em relagdo ao grupo veiculo agrupado (p=0,0174) e ao grupo CBD agrupado (p=0,0231). Por
fim, no estédgio tardio da espermatogénese, houve aumento na altura do epitélio seminifero dos

animais isolados, tratados (p=0,0317) ou ndo (p=0,0270) com CBD (Fig. 8).
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Figura 8: Altura do epitélio seminiferos nos estdgios inicial, intermedidrio e tardio da espermatogénese de
camundongos C57BL/6. (VA = 9 animais; VI = 9 animais, CBDA= 9 animais, CBDI = 9 animais). A) Veiculo
agrupado: 156 + 14 pm; Veiculo isolado: 171 5,7 pm; CBD agrupado: 164 £ 11 um; CBD isolado: 169 + 14 um.
Nesse estagio, a andlise por Two-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Tukey demonstrou que ndo houve
diferenga entre os grupos analisados quando comparado aos controles nos seguintes parametros: significancia do
tratamento [F (1, 31) = 0,9664; P=0,3332], do estresse [F (1, 31) = 3,840; P=0,0591] e da interacdo tratamento x
estresse [F (1, 31) = 0,6832; P=0,4148]. B) Veiculo agrupado: 143 + 14 um; Veiculo isolado: 152 + 6,4 um; CBD
agrupado: 144 + 12 um; CBD isolado: 160 + 12 um. Nesse estagio, a andlise por Two-way ANOVA demonstrou
efeito significativo do estresse [F (1, 31) = 10,51; P=0,0028], auséncia de significncia do tratamento [F (1, 31) =
1,687; P=0,2035] e da interagdo tratamento x estresse [F (1, 31) = 1,001; P=0,3248]; ja o teste de comparacdes
multiplas de Tukey revelou diferenga significativa entre VA e CBDI (P= 0,0174), CBDA e CBDI (P= 0,0231).
C) Veiculo agrupado: 152 + 19 pm; Veiculo isolado: 166 + 11 pm; CBD agrupado: 144 + 19 um; CBD isolado:
165 + 9,3 pm. Nesse estdgio, a andlise por Two-way ANOVA demonstrou efeito significativo do estresse
[F(1,31)=11,10; P=0,0022], auséncia de significncia do tratamento [F (1, 31) = 0,6704; P=0,4192] e da interacio
tratamento x estresse [F (1, 31) = 0,5247; P=0,4743]; ja o teste de comparagdes miiltiplas de Tukey revelou
diferenga significativa entre VI e CBDA (P= 0,0270), CBDA e CBDI (P= 0,0317). *p < 0,05. Fonte: elaboracdo
prépria.

5.3.2. Area Total dos Cortes Transversais do Tiibulo Seminifero (SO)

A érea total dos tibulos seminiferos apresentou diferencas entre os grupos em todos os
estagios da espermatogé€nese. No estdgio inicial, houve aumento na drea dos grupos veiculo
isolado (p=0,0022) e CBD isolado (p=0,0088) em relacdo ao grupo veiculo agrupado e também
aumento no grupo veiculo isolado em relagdo ao CBD agrupado (p=0,0181). No estigio
intermedidrio foi possivel observar aumento da drea nos grupos veiculo isolado e CBD isolado,
tanto em relagdo ao grupo veiculo agrupado (p=0,0116 e p=0,0176, respectivamente), quanto
ao grupo CBD agrupado (p=0,0491e p=0,0441, respectivamente). Ja no estdgio tardio houve
aumento da drea do grupo veiculo isolado em relacdo aos grupos agrupado que receberam

veiculo (p=0,0455) ou CBD (p=0,0322) (Fig.9).
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Figura 9: Area total dos cortes transversais dos tibulos seminiferos nos estdgios inicial, intermedidrio e tardio da
espermatogénese de camundongos C57BL/6. (VA = 9 animais; VI = 9 animais, CBDA= 9 animais, CBDI = 9
animais). A) Veiculo agrupado: 156757 + 21259 pm?; Veiculo isolado: 201931 * 24140 um?; CBD agrupado:
167111 £ 16534 pum?; CBD isolado: 195940 + 29738 pm?2. Nesse estdgio, a andlise por Two-way ANOVA
demonstrou efeito significativo do estresse [F (1, 31) = 21,68; P<0,0001], auséncia de significancia do tratamento
F (1, 31) = 0,07532; P=0,7856] e da interagdo tratamento x estresse [F (1, 31) = 1,057; P=0,3118]; ja o teste de
comparacdes miltiplas de Tukey revelou diferenca significativa entre VA e VI (P= 0,0022), VA e CBDI
(P=0,0088), VI e CBDA (P=0,0181). B) Veiculo agrupado: 165940 + 25167 um?; Veiculo isolado: 209148 +
31167 um?; CBD agrupado: 164080 + 7260 pm?2; CBD isolado: 209783 + 36290 um?. Nesse estdgio, a andlise por
Two-way ANOVA demonstrou efeito significativo do estresse [F (1, 31) = 17,33; P=0,0002]; auséncia de
significancia do tratamento [F (1, 31) = 0,1381; P=0,7127] e da interag@o tratamento x estresse [F (1, 31) =
0,09356; P=0,7617]; ja o teste de comparacdes miiltiplas de Tukey revelou diferenca significativa entre VA e VI
(P=0,0196), VA e CBDI (P=0,0176), VIe CBDA (P=0,0491), CBDA e CBDI (P=0,0441). C) Veiculo agrupado:
156899 + 27437 um?; Veiculo isolado: 198624 + 27634 pm?; CBD agrupado: 155945 + 36213 pm?; CBD isolado:
203966 + 18602 um?. Nesse estdgio, a andlise por Two-way ANOVA demonstrou efeito significativo do estresse
[F (1, 31) = 14,67; P=0,0006], auséncia de significAncia do tratamento [F (1, 31) = 0,04720; P=0,8294] e da
interacdo tratamento x estresse [F (1, 31) = 0,01607; P=0,9000]; ja o teste de comparag¢des multiplas de Tukey
revelou diferenga significativa entre VA e VI (P=0,0455), VI e CBDA (P=0,0322). *p < 0,05. **p < 0,01. Fonte:
elaboragdo propria.
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5.4. Sintese das Analises Observadas

Na Tabela 3, estdo resumidas todas as alteracdes observadas entre 0s grupos
experimentais em comparagdo com o grupo controle — composto por animais mantidos

agrupados e ndo tratados com canabidiol.

Alteracoes Estagios Veiculo CBD Veiculo CBD
¢ g Agrupado | Agrupado Isolado Isolado
Inicial - - -
Peso dos -
P Intermedidario - - -
testiculos -
Tardio m - - -
— —
Inicial o = - -
Frequéncia Intermediario ﬁ - -
Tardio % d -
Al do Epitéli Inicial O - - -
u;r:mi?ﬁ fsrlct)e 10 Intermediario 8 - - 0
Tardio = - 1 1
Area Total do Inicial O - T T
Epitélio Intermediario o T T
Seminifero Tardio - T _

Tabela 3: Alteracdes estatisticamente significantes observadas nos grupos experimentais. Mudangas identificadas
nos estdgios do ciclo do epitélio seminifero da espermatogénese em relagdo ao grupo controle. (-) sem alteracdo /

(J«) reducéo / (T) aumento. Fonte: elaboragdo propria.

Na Tabela 4, as alteracdes sdo atribuidas especificamente ao isolamento social ou ao
tratamento com canabidiol.

- CAUSA - Condicoes externas experimentais
Alteracoes
Estégio Inicial Estagio Intermediario Estagio Tardio
Reducdo do estagio - - CBD
Aumento da altura i CBD Isolamento
(h)
Aumento da drea
total (S0) Isolamento Isolamento Isolamento

Tabela 4: Condicdes experimentais responsaveis pelas alteracdes observadas. Atribui¢do das causas das mudancgas
nos tibulos seminiferos, nos diferentes estdgios do ciclo do epitélio seminifero, ao tratamento com canabidiol
(CBD) ou ao isolamento social. (-) sem alteragdes observadas. Fonte: elaboragdo prépria.
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6. DISCUSSAO

Este estudo avaliou o impacto do isolamento social e do canabidiol no ciclo do epitélio
seminifero da espermatogénese de camundongos C57BL/6, subdividindo seus 12 estidgios em
tr€s principais: inicial, intermedidrio e tardio. Durante esse processo, cerca de Y4 da duracio de
um ciclo do epitélio seminifero € necessario para producdo dos espermatdcitos primdrios e os
outros % sdo ocupados pela meiose e espermiogénese (OAKBERG, 1956b). Assim, a maioria
dos espermatdcitos observados em cortes testiculares estd na fase de espermatécito primério,
devido a sua préfase prolongada, enquanto os espermatdcitos secunddrios sdo raramente
observados, pois permanecem por um tempo muito breve na interfase antes de iniciarem a
segunda divisdo meidtica, que resulta na formacdo das espermdtides (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2018). A predominancia do estigio inicial sobre o intermediério, e deste sobre o
tardio observadas em todos os grupos deste estudo mostram que o isolamento social e o
canabidiol ndo interferiram na duracio das etapas do ciclo do epitélio seminifero, e que as
associacdes celulares encontradas nos estdgios seguiram os padrdes previamente descritos por
Hess e Franga (2008) e Meistrich e Hess (2013).

Alteracdes morfoldgicas em 6rgdos reprodutivos, sob condi¢des normais, € comum e
esperada, principalmente em espécies de reproducio sazonal, um mecanismo natural que regula
a capacidade reprodutiva em mamiferos adultos, possibilitando que a prole nas¢a em condicoes
ambientais favordveis 2 sua sobrevivéncia (BELTRAN-FRUTOS et al., 2022). Variacgdes nas
condicdes ambientais, como o ciclo de luz, a temperatura e a disponibilidade de alimentos,
geram mudangas fisioldgicas que estdo diretamente associadas a essas modificacdes (DARK;
MILLER; ZUCKER, 1994; REITER, 1968; RUBY; ZUCKER, 1992). Durante periodos
ndo-reprodutivos, o epitélio seminifero pode sofrer modificagdes devido a diferentes estratégias
reprodutivas (BELTRAN—FRUTOS et al., 2022). Alguns animais, como veados
(HOCHEREAU-DE REVIERS et al., 1978) e carneiros (HOCHEREAU-DE REVIERS et al.,
1992), reduzem a espermatogénese, mantendo todas as linhagens de células germinativas.
Outros, como a ratazana-do-banhado (TAHKA et al., 1997) e o cdo da pradaria (FOREMAN,
1997), interrompem a espermatogénese, deixando visiveis ao microscopio apenas
espermatogOnias e espermatdcitos em secdes tubulares. J4 pequenos mamiferos, como os
roedores, que tém vida curta e raramente vivem mais de um ano, s6 conseguem atingir o sucesso
reprodutivo maximo ao se acasalarem em todas as oportunidades disponiveis (BRONSON,
PERRIGO, 1987). Contudo, isso pode variar ndo s6 entre diferentes espécies, mas também entre

populagdes e até dentro de uma mesma populagio (PRENDERGAST et al., 2001). Portanto,
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apesar da diversidade de estratégias reprodutivas observadas entre camundongos, a espécie Mus
musculus, utilizada neste estudo, costuma apresentar um ciclo reprodutivo continuo e nao
sazonal, o que lhe permite se reproduzir mesmo em condi¢des desafiadoras, salvo se inibido
por fatores ambientais (BRONSON, 1979).

Uma vez que os roedores deste estudo foram mantidos em ambiente controlado, ndo era
esperado encontrar mudangas nas gonadas. No entanto, foram observados: (1) redugdo do
estagio tardio da espermatogénese; (2) aumento da altura do epitélio seminifero nos estagios
intermedidrio e tardio; e (3) aumento da area total dos tibulos seminiferos em todos os estagios—
ambos em relag@o ao grupo controle do estagio em questio. Sendo assim, pode-se dizer que as
condicdes externas experimentais usadas neste trabalho, que foram o isolamento social e a
administracdo de canabidiol (30 mg/kg), induziram alteracdes nos trés estdgios do ciclo do
epitélio seminifero.

Em relagdo a altura do epitélio seminifero, no estdgio intermedidrio, observou-se
aumento nos camundongos isolados tratados com CBD, em comparag@o aos demais grupos,
sugerindo que o canabidiol exerce uma influéncia sobre a espermatogénese nessa fase. No
estagio tardio, o aumento na altura dos tdbulos foi registrado nos animais isolados,
independentemente do tratamento com CBD, indicando que essa alteragdo foi causada pelo
isolamento social. Uma vez que a altura do epitélio seminifero é indicadora da atividade
espermatogénica (COUROT ET AL., 1970; FRANCA & RUSSEL, 1998), é de se esperar que
0s grupos que apresentaram aumento nesta varidvel também aumentaram a efici€ncia no
processo de espermatogé€nese. Contudo, a literatura descreve tanto CBD quanto o estresse
causado pelo isolamento social como fatores prejudiciais a espermatogénese.

Estudos relatam que o uso cronico de canabidiol pode atuar como um mediador
potencial de toxicidade reprodutiva (CAPODICE; KAPLAN, 2021; CARVALHO et al., 2022;
LIM; SQUIRE; JUNG, 2023), levando a reducdo na concentragdo de hormonios hipotalamicos,
hipofisarios e gonadais (DALTERIO et al., 1984; PACEY et al., 2014; THOMPSON, 1993) ¢
ocasionando disfungdes no trato reprodutivo masculino ao comprometer o processo de
formagdo dos espermatozoides (CAPODICE; KAPLAN, 2021; CARVALHO et al., 2018,
2022). A exemplo dos efeitos do CBD no sistema reprodutor, trabalhos anteriores — descritos a
seguir — demonstraram que ele pode reduzir niveis de hormonios essenciais, causar degeneracao
dos tubulos seminiferos, afetar a maturacdo dos espermatozoides e aumentar a ocorréncia de
anomalias espermatogénicas. Camundongos Swiss, que receberam solugao oral de 30 mg/kg de
CBD por 5 semanas, apresentaram uma reducdo de 76% nos niveis circulantes de testosterona

total e de 38% na contagem de espermatozoides na cauda do epididimo, alteragdes nos estagios
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meidticos, além de maior incidéncia de anomalias na cabeca dos espermatozoides e presenga
de goticulas citoplasmaticas na regido medial do flagelo (CARVALHO et al., 2018). Essas
alteracdes podem ser resultantes da acdo do CBD sobre componentes do sistema
endocanabinoide como a anandamida, os receptores CB1 e a enzima FAAH envolvidos na
espermiogénese (COBELLIS et al., 2006; GRIMALDI et al., 2009). Em outros experimentos
in vivo, Rosenkrantz e Hayden, em 1981, demonstraram que a inalacdo aguda e subcrdnica de
fumaca de CBD nas doses de 0,6; 0,8 e 1,2 mg/kg por ratos, causou uma degeneracdo grave dos
tibulos seminiferos, com efeitos dose-dependentes que interferiram na maturagdo dos
espermatozoides. J4& em experimentos in vitro, Reich e colaboradores (1982) observaram
reducdo de 75-88% de progesterona e testosterona apds o tratamento em cultura de foliculos
pré-ovulatérios com doses de 50 a 200 uM de CBD. Em outro ensaio, a atividade da enzima
progesterona 17a-hidroxilase foi significativamente inibida por concentragdes de 100-1000 uM
de CBD (WATANABE et al., 2005).

No presente estudo, o tratamento dos camundongos com o CBD, além de aumentar a
altura do epitélio, também resultou em uma redugéo no estdgio tardio da espermatogénese nos
camundongos agrupados tratados com CBD, indicando altera¢des na espermiogénese (SUEDE,
MALIK, SAPPRA, 2023). Em um estudo semelhante, Carvalho e colaboradores (2022)
administraram o CBD a camundongos Swiss durante 34 dias consecutivos e também
encontraram uma reducfo na frequéncia e um aumento na altura do epitélio seminifero, ambos
no estagio pds meidtico XII. Eles relataram uma relacdo de compensagao entre essas varidveis,
em que a redugdo de um fator foi equilibrada pelo aumento do outro. No entanto, como as
mudangas aqui observadas foram em grupos distintos, ndo é possivel estabelecer uma relagio
compensatdria entre essas varidveis.

Além disso, considerando que a espermatogénese € regulada por hormonios e que
qualquer desequilibrio hormonal pode afetar significativamente o ciclo espermatogénico, a
literatura sugere que o estresse cronico, induzido por comportamentos tipo-depressivo, pode
comprometer esse processo, uma vez que ele é capaz de ocasionar alteracdes nos eixos
hipotdlamo-hipdéfise-adrenal (HPA) e hipotdlamo-hipéfise-gonadal (HPG) e levar a disfungdes
no sistema reprodutivo (JANEVIC et al., 2014; LI et al., 2020; BHONGADE et al., 2015),
podendo reduzir a secrecdo do hormdnio luteinizante da hipofise (LH) e do hormoénio liberador
de gonadotrofina (GnRH) (AGUS et al., 2024). Além disso, esse estresse pode elevar os niveis
de glicocorticoides, reduzindo a produgdo de testosterona pelas células de Leydig e
potencialmente induzindo apoptose, o que afeta diretamente a espermatogénese (HARDY et

al., 2005; MCGRADY, 1984). Dessa forma, os testiculos tendem a apresentar alteracOes
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morfoldgicas e funcionais em individuos sob estresse (RIBEIRO et al., 2018).

Dito isso, neste trabalho, o isolamento social também foi capaz de causar alteracdes na
histomorfometria dos tdbulos seminiferos. Nos estdgios inicial e intermedidrio da
espermatogénese, em ambos os grupos submetidos ao isolamento social, independentemente da
administracdo do CBD, a area total dos tibulos aumentou, sugerindo que o estresse causado
por essa condicdo foi o principal responsével por essa alteragio, sem influéncia significativa do
CBD. Ja durante o estdgio tardio, o isolamento social provocou um aumento tanto na altura
quanto na drea total dos tdbulos seminiferos, efeito que ndo foi observado nos animais
agrupados, indicando que esse aumento ndo estd associado ao CBD.

A exemplo dos efeitos do estresse cronico, Li e colaboradores (2020) investigaram os
efeitos da depressdo na fung@o espermatogénica e relataram perda de peso, atrofia do timo e
das gdnadas, alteragGes na estrutura histoldgica testicular e reducdo na qualidade do s€émen. Em
um estudo sobre os efeitos do estresse cronico nos testiculos, Ribeiro et al. (2018), observou
que o estresse € mais prejudicial quando ocorre na idade adulta e a curto prazo. Esse estresse
resultou em uma redugdo significativa nos niveis de testosterona sérica, na motilidade e
viabilidade espermatica, bem como no didmetro dos tibulos seminiferos. No entanto, os efeitos
a longo prazo foram menos pronunciados.

Em contraste com estudos citados anteriormente, Mohamed e colaboradores (2024), ao
investigarem os efeitos do estresse cronico imprevisivel (CUS) sobre fatores como a qualidade
do esperma e a morfologia testicular, observaram um aumento no didmetro dos tibulos
seminiferos, que se apresentaram alongados, com espacos intersticiais mais evidentes e uma
reducdo significativa na espermatogénese, marcada pela menor presenca de espermatides
primérias e alongadas. Por outro lado, no grupo controle sem estresse, os tiubulos seminiferos
mantiveram uma morfologia consistente e arredondada, com menor espagamento intersticial e
uma atividade espermatogénica mais evidente, caracterizada por uma maior quantidade de
espermdtides primdrias e alongadas. Dessa forma, mesmo sem a observacdo dos espagos
intersticiais e sem a contagem de espermdtides primdrias e alongadas, a mudanca nos tibulos
seminiferos observado neste estudo pode ter seguido a dindmica descrita no trabalho de
Mohamed (2024), onde a expansdo dos tibulos ndo foi acompanhada de uma ampliagdo no
rendimento da espermatogénese.

Quanto ao peso dos testiculos, sabe-se que a drea ocupada pelos tibulos seminiferos
exerce grande influéncia na producdo espermatica e no peso testicular, de modo que o tamanho
dos testiculos estd intimamente relacionado ao comprimento total dos tibulos seminiferos, o

qual, por sua vez, é determinado pelo volume tubular, pelo didmetro dos tibulos e pela
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proporcdo volumétrica desses componentes (AMANN, 1970). Neste estudo, contudo, ndo
foram observadas variagdes resultantes do uso do CBD ou do isolamento social. De forma
semelhante, Carvalho et al. (2018, 2022) também ndo relataram diferengas significativas nos
pesos relativos ou absolutos dos testiculos apds tratamento com CBD. Além disso, outras
pesquisas que investigaram os efeitos do isolamento social em roedores machos nao
identificaram alteragdes no peso testicular (BUCKINX et al.,, 2021; IERACI; MALLEI,
POPOLLI, 2016; LIN et al., 2015).

Dado que desenvolver um modelo animal preciso para investigar os efeitos da depressio
na fungdo da espermatog€nese representa um desafio significativo (Li et al., 2020), até o
momento, ndo foram encontradas referéncias que relacionem o estresse cronico, o isolamento
social ou o comportamento tipo-depressivo com as mudancas histomorfométricas observadas
no presente estudo. Trabalhos com o canabidiol que analisem as mesmas medidas realizadas
neste estudo também sdo escassos. Além disso, a auséncia de anélises complementares, como
a avaliac@o dos niveis séricos hormonais (testosterona, LH e FSH), a mensura¢@o do didmetro
dos tibulos seminiferos, a quantidade e a qualidade dos espermatozoides produzidos —
avaliando se apresentam ou ndo anormalidades, a contagem das células de Sertoli e Leydig,
bem como de outras células germinativas, restringe a interpretacdo dos dados obtidos. Dessa
forma, € importante destacar que hd limitacdes importantes no entendimento dos efeitos das
condi¢des experimentais nos resultados obtidos. A auséncia das investigagdes complementares
impede uma conclusdo definitiva quanto & possibilidade de a expansdo dos tibulos ter sido
acompanhada por uma melhora na produg@o espermética ou se o crescimento observado reflete
um comprometimento estrutural que esteja prejudicando a espermatogénese. Assim, novos
estudos e avaliacdes sdo necessdrios para o entendimento completo da agdo do CBD sobre os

tubulos seminiferos de camundongos com comportamento tipo-depressivo.
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7. CONCLUSAO

Este estudo revelou que o isolamento social de camundongos C57BL/6 por 12 semanas
induziu alteracdes histomorfométricas nos tibulos seminiferos em todos os trés estagios da
espermatogénese, evidenciadas pelo aumento da altura e da area total dos tibulos. Além disso,
foi observado que o tratamento com canabidiol (30 mg/kg) durante 4 semanas, impactou a
dindmica da espermatogénese, reduzindo o estdgio tardio do ciclo do epitélio seminifero nos
roedores que foram mantidos agrupados, e provocando modificagdes na histomorfometria dos
tibulos seminiferos, com o aumento da altura do epitélio nos animais isolados durante o estigio
intermedidrio da espermatogénese. O aumento dos tibulos pode ter acontecido para otimizar a
produtividade nas etapas do processo de formacdo dos espermatozoides, contudo, a auséncia de
andlises complementares impede uma conclusdo definitiva se a expansdo dos tibulos foi

acompanhada ou ndo de um aumento da eficiéncia espermatogénica.
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CEUA N 6925100821

limo(a). Sr(a).
Responsavel: Katiane Oliveira Pinto Coelho Nogueira
Area: Ciéncias Biolégicas

Titulo da proposta: "Avaliacdo da associacdo da melatonina e derivados esterificados hibridos de acido cindmico-eugenol como
tratamento neuroprotetor sobre culturas primarias de neurénios hipocampais expostas ao peptideo B-amiloide".

Parecer Consubstanciado da Comisséo de Etica no Uso de Animais UFOP (b ooo407)

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Ouro Preto, no cumprimento das suas atribuicées, analisou e
APROVOU a Emenda (versdo de 19/abril/2022) da proposta acima referenciada.

Resumo apresentado pelo pesguisador: "O isolamento social se tornou uma realidade dentro do contexto pandémico mundial. Um
dos efeitos desta vivéncia pode ser o desenvolvimento do quadro de Depresséo Maior (DM) que, somando prejuizos sociais e
cognitivos j& era uma das doengas mais prevalentes em todo o0 mundo anteriormente ao contexto da pandemia. A DM atingia antes
da pandemia 2,9% dos homens e 5,0% das mulheres. Humor deprimido, diminuicdo de interesse/prazer, anedonia, insénia ou
hipersonia, sentimentos de culpa, sdo alguns dos sintomas considerados pelo Manual de Diagnéstico e Estatistico de Transtornos
Mentais 52 (DSM-V). Assim como em humanos, o estresse é um ponto significativo para o desenvolvimento da DM em modelo
animal. Para avaliar o isolamento social como mecanismo gerador de estresse em modelo animal, a presente proposta visa isolar
camundongos machos e fémeas por 16 semanas, de acordo com protocolo pré-estabelecido na literatura (Martin e Brown, 2010),
para avaliar comportamentos semelhantes aos da DM, como a anedonia e prejuizos cognitivos. Associado ao comportamento tipo
depressivo 0s animais serdo submetidos o tratamento com canabidiol (CBD), um fitocanabinoide presente na planta Cannabis
sativa. O CBD pode atuar no sistema nervoso central de diversas formas, como, por exemplo, bloqueando efeitos ansiogénicos em
voluntarios submetidos a estudo de procedimento simulado de falar em publico. Além disso, o CBD atenuou o comportamento
agressivo induzido em camundongos. Outro aspecto que aponta o CBD como interessante candidato no tratamento de
neuropatologias é sua acdo pré-neurogénica em modelos experimentais. A caréncia em farmacos que consigam oferecer um
tratamento efetivo sem o agravante de efeitos colaterais é uma realidade. Assim, este projeto busca avaliar o efeito do tratamento
com CBD no comportamento tipo depressivo de camundongos C57BL/6 submetidos ao isolamento social, bem como seus
resultados na neurogénese adulta, morfologia do hipocampo e parametros neuroquimicos a fim de elucidar novas terapias.
Estamos solicitando a adi¢do da andlise da neurogénese no hipocampo, pela técnica de BrDU, visto que de acordo com a literatura,
o canabidiol tem capacidade de induzir a proliferagdo neuronal no giro denteado. Para realizar essa alteragdo precisaremos fazer
um pequeno ajuste @ metodologia ao protocolo j& aprovado (9436050721), segue: 1 - Alteracdo na metodolgia Pretendemos
adicionar a metodologia do protocolo j& aprovado (9436050721) a aplicacdo por 3 dias consecutivos do BRdU para andlise posterior
(apds a eutanasia) da neurogénese hipocampal. Com a entrada de noves alunos de pés-graduagdo também vislumbramos a
oportunidade de um novo aluno de mestrado (Marcel Lucindo), aprovade ne Gltimo processo seletivo do Programa de Pds-
Graduagdo em Biotecnologia (BIOTEC), participar como executor do projeto. O referido aluno da pds-graduacgéo tem experiéncia de
120 horas e ingressard como executante. ".
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