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Suplementagé&o alimentar com Spirulina platensis previne o desenvolvimento da disfuncéo erétil em ratos Wistar
alimentados com dieta hipercaldrica.

SOUZA, I. L. L.
Pés-graduacédo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos,
Tese de Doutorado, CCS/UFPB (2018).

RESUMO

A disfuncéo erétil (DE) é definida como a incapacidade de alcancar e/ou manter uma erecao
peniana suficiente para a satisfacdo sexual, tendo a obesidade, doenga inflamatéria cronica,
caracterizada pelo acumulo de tecido adiposo, como um fator de risco. Atualmente, muitos
pacientes ndo respondem apropriadamente a farmacoterapia da DE. Dessa forma, visando a
busca por novas alternativas terapéuticas, avaliou-se os possiveis efeitos da suplementacao
alimentar com Spirulina platensis, alga com potencial vasodilatador e antioxidante, em um
modelo de DE induzida pelo consumo de dieta hipercaldrica. Os procedimentos experimentais
foram aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da UFPB (certiddo 0201/14). Os
ratos Wistar foram divididos em grupo alimentado com racdo padrdo que recebeu solucdo
salina (GCS), que foi suplementado com a alga nas doses de 25 (GC + SP25), 50 (GC + SP50)
ou 100 mg/kg/dia (GC + SP100) e que foi tratado com sildenafila na dose de 1,5 mg/kg/dia
(GC + Sild) ou, em grupo alimentado com racao hipercalérica que recebeu solucao salina
(GOS), que foi suplementado com a alga nas doses de 25 (GO + SP25), 50 (GO + SP50) ou
100 mg/kg/dia (GO + SP100) e que foi tratado com sildenafila na dose de 1,5 mg/kg/dia
(GO + Sild). Foram analisados os parédmetros nutricionais e morfométricos, a funcéo erétil,
in vivo, 0s mecanismos funcionais envolvidos nas altera¢des da reatividade contrétil e relaxante
do corpo cavernoso, in vitro, e o estresse oxidativo sistémico e tecidual. Spirulina platensis na
dose de 50 mg/kg reduziu a ingestdo alimentar e a massa corporal final dos ratos que
consumiram a dieta padrdo, ja na dose de 100 mg/kg promoveu reducdo da massa e do
didametro dos adipdcitos do tecido adiposo inguinal e, consequentemente, do indice de
adiposidade. Ademais, ndo foi observada alteracdo na funcdo erétil basal desses ratos.
Entretanto, o consumo da dieta hipercaldrica resultou na diminuicdo da ingestdo alimentar,
porém, houve aumento da massa corporal final, como consequéncia da elevacdo dos
coeficientes de eficacia alimentar e de ganho de peso por consumo calérico, além do aumento
das reservas adiposas epididimal, retroperitoneal e inguinal, e do indice de adiposidade.
Adicionalmente, a redug&o do nimero e o aumento da laténcia para a ere¢do peniana foram
correlacionados ao consumo da dieta hipercalérica. Interessantemente, esses efeitos deletérios
do consumo da dieta hipercalérica sobre a adiposidade corporal e a fungdo erétil, in vivo, foram
prevenidos pela suplementagdo alimentar com S. platensis. Em relacdo a reatividade
cavernosa, os ratos (GC + SP100) apresentaram reducdo da eficacia contratii ao KCI
(acoplamento eletromecanico). Por outro lado, a eficacia contratii a fenilefrina (FEN)
(acoplamento farmacomecanico) foi potencializada (GC + SP50), o que foi associado a
modulagdo positiva da via da Rho cinase (ROCK) e dos prostanoides contrateis. Além disso,
observou-se regulacao positiva da via do oxido nitrico (NO), reducdo das espécies reativas de
oxigénio (ROS) e potencializacdo do efeito relaxante promovido pela acetilcolina (ACh). A
integracdo de vias que favorecem a contracdo e o relaxamento do corpo cavernoso de rato
pode estar subjacente a ndo alteracdo da funcao erétil desses ratos, in vivo. Por outro lado, o
consumo da dieta hipercalérica resultou no aumento da eficacia contratil do KCI e da FEN, e
atenuacao da eficacia relaxante induzida pela ACh, indicando o comprometimento dos
acoplamentos eletro- e farmacomecanico da reatividade cavernosa. Os efeitos deletérios sobre
a reatividade cavernosa decorrem da ativagdo da via da ROCK, do aumento das ROS, da
modulagdo negativa da via do NO e do desbalango dos prostanoides relaxantes/contrateis.
Nesse contexto, a suplementacdo alimentar com S. platensis, em ratos alimentados com a
dieta hipercaldrica, preveniu os danos a reatividade contrétil e relaxante cavernosa. Na andlise
do estresse oxidativo, a capacidade antioxidante total (CAT) tecidual, foi aumentada pela
suplementacdo com a alga na dose de 50 mg/kg em ratos alimentados com dieta padrédo. Ja
nos ratos que consumiram a dieta hipercal6rica, observou-se elevacdo nos niveis de
malondialdeido (MDA) sistémico e tecidual, bem como reducdo da CAT sistémica, resultando
em danos oxidativos aos ratos. Essa alteracdo do estresse oxidativo foi prevenida pela
suplementagdo com a alga. Portanto, a suplementag&o alimentar com S. platensis previne os
danos associados ao consumo da dieta hipercaldrica e desponta como um adjuvante para o
tratamento da DE.

Palavras-chave: 1. Spirulina platensis. 2. Disfuncdo erétil. 3. Dieta hipercaldrica.
4. Rho cinase. 5. Oxido nitrico. 6. Prostanoides. 7. Estresse oxidativo.
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Food supplementation with Spirulina platensis prevents the development of erectile dysfunction in Wistar rats fed with a
hypercaloric diet.

SOUZA, I. L. L.
Po6s-graduacé@o em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos,
Tese de Doutorado, CCS/UFPB (2018).

ABSTRACT

Erectile dysfunction is defined as the inability to achieve and/or maintain a penile erection
sufficient for sexual satisfaction, with obesity, a chronic inflammatory disease, characterized by
adipose tissue accumulation as a risk factor. Currently, many patients do not respond
appropriately to ED pharmacotherapy. Therefore, the possible effects of a food supplementation
with Spirulina platensis, algae with potential vasodilator and antioxidant, were evaluated in a
model of ED induced by the hypercaloric diet consumption. The experimental procedures were
approved by the UFPB Ethics Committee on Animal Use (certificate 0201/14). Wistar rats were
divided into groups fed with a standard diet that receive saline solution (CSG), that were
supplemented with the algae at doses of 25 (CG + SP25), 50 (CG + SP50) or 100 mg/kg/day
(CG + SP100) and treated with sildenafil at dose of 1.5 mg/kg/day (CG + Sild) or in groups fed
with a hypercaloric diet that receive saline solution (OSG), that were supplemented with the
algae at doses of 25 (OG + SP25), 50 (OG + SP50) or 100 mg/kg/day (OG + SP100) and
treated with sildenafil at dose of 1.5 mg/kg/day (OG + Sild). The nutritional and morphometric
parameters, erectile function, in vivo, functional mechanisms involved in the alterations of the
corpus cavernosum contractile and relaxing reactivity, in vitro, and the systemic and tissue
oxidative stress were analyzed. Spirulina platensis at the dose of 50 mg/kg reduced food intake
and final body mass of rats fed with a standard diet, while at the dose of 100 mg/kg promoted a
reduction in the mass and diameter of adipocytes from the inguinal adipose tissue and,
consequently, in the adiposity index. In addition, no change was observed in the basal erectile
function of these rats. However, the hypercaloric diet consumption resulted in a decrease in
food intake, but, there was an increase in the final body mass, as a result of the increase in
dietary efficacy and weight gain due to caloric intake coefficients, besides the increase in
epididymal, retroperitoneal and inguinal reserves, and adiposity index. Additionally, a reduction
in number and an increase in latency for penile erection were correlated with hypercaloric diet
consumption. Interestingly, these deleterious effects of hypercaloric diet consumption on body
adiposity and erectile function, in vivo, were prevented by food supplementation with S.
platensis. Regarding cavernous reactivity, rats (CG + SP100) showed reduction of the
contraction of KCI (electromechanical coupling). However, the contractile efficacy of
phenylephrine (Phe) (pharmacomechanical coupling) was potentialized (CG + SP50), which
was associated to a positive modulation of the Rho kinase pathway (ROCK) and contractile
prostanoids. Besides that, positive regulation of the nitric oxide (NO) pathway, reduction of
reactive oxygen species (ROS) and potentiation of the relaxing effect promoted by acetylcholine
(ACh) were observed. Integration of pathways that promote contraction and relaxation of rat
corpus cavernous may underlie the non-change in the erectile function of these rats, in vivo. On
the other hand, the hypercaloric diet consumption resulted in an increase in the contractile
efficacy of KCI and Phe, and attenuation of the relaxing response induced by ACh, indicating
the compromise of the electro- and pharmacomechanical couplings of cavernous contraction.
The deleterious effects on cavernosal reactivity are due to ROCK pathway activation, ROS
increase, negative modulation of NO pathway and the imbalance of the relaxing/contractile
prostanoids. In this context, food supplementation with S. platensis in rats fed with a
hypercaloric diet prevented damages to contractile and relaxation cavernous reactivity. In the
analysis of oxidative stress, total antioxidant capacity (TAC) was increased in tissue by the
supplementation with the algae at a dose of 50 mg/kg in rats fed with a standard diet. In rats fed
with a hypercaloric diet, there was an increase in the levels of systemic and tissue
malondialdehyde (MDA), as well as a reduction in systemic TCA, resulting in oxidative damage
to rats. This alteration in the oxidative stress was prevented by the algae supplementation.
Therefore, food supplementation with S. platensis prevents damages associated to a
hypercaloric diet consumption and emerges as an adjuvant for the ED treatment.

Keywords: Spirulina platensis. 2. Erectile dysfunction. 3. Hypercaloric diet. 4. Rho kinase.
5. Nitric oxide. 6. Prostanoids. 7. Oxidative stress.
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A disfuncao erétil € definida como a incapacidade constante de alcancar
e/ou manter uma erecao peniana suficiente para a satisfacdo sexual e,
desponta entre os problemas de salude mais temidos pelos homens (NIH, 1993;
ALVES; QUEIROZ; MEDEIROS, 2012). Recentemente, o0 impacto da
obesidade sobre a fertilidade masculina elevou o interesse da populacdo em
entender 0s processos subjacentes a essa problematica e, dessa forma,
minimizar as alteragdes nocivas a fungcdo sexual, como a DE (YAFI et al.,
2016).

A obesidade é uma doenca cronica, caracterizada pelo aumento
demasiado da adiposidade corporal, que apresenta uma etiologia multifatorial
abrangendo fatores relacionados a ingestdo excessiva de alimentos pouco
saudaveis, reducdo progressiva da atividade fisica, fatores genéticos,
metabdlicos, sociais, comportamentais e culturais (SANTOS et al., 2012; OMS,
2017a).

Em virtude da obesidade resultar da interagdo gene-ambiente, o estudo
dos mecanismos pelos quais essa doenca produz diferentes disfuncdes
fisiolégicas é facilitado pela utilizacdo de modelos animais que compartilham
caracteristicas semelhantes a doenca apresentada pelos humanos, como o
aumento do estresse oxidativo, processo prejudicial ao organismo, uma vez
qgue altera a funcionalidade de diversos componentes celulares (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2015).

Nesse contexto, a pesquisa evoluiu de estudos que evidenciavam
primariamente as bases do fenétipo obeso para estudos contemporaneos que
possibilitam a manipulacdo laboratorial e genética para decifrar as falhas dos
circuitos que controlam a relagdo fome-saciedade e acarretam o
desenvolvimento das comorbidades, bem como fornecer bases para o avango
terapéutico dessas disfuncbes organicas (BARRETT; MERCER; MORGAN,
2016).

Do ponto de vista terapéutico, é possivel reverter a DE através de
procedimentos cirdrgicos, da utilizacdo de dispositivos que promovem a erecao
por vacuo, da reposicdo hormonal e da utilizacdo de um arsenal de
medicamentos (SHAMLOUL; GHANEM, 2013). Entretanto, a refratariedade aos
tratamentos convencionais aliada a preferéncia da utilizacdo de produtos
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naturais pela populagdo, em razdo do resgate e da valorizacdo do
conhecimento popular, contribuem para a busca de novas alternativas
terapéuticas para a DE (SPERLING et al.,, 2002; ALVES; VELLOSSO, 2005;
CODEVILLA; CASTILHOS; BERGOLD, 2013).

Nessa busca, a Spirulina platensis, uma alga verde azulada pertencente
a familia das cianobactérias, encontrada nas aguas salgadas e doces, vem
ganhando destaque devido ao seu potencial nutricional e medicinal,
principalmente por apresentar atividades biolégicas comprovadas como
antioxidante (CIFERRI, 1983; CUVELIER, 2001; HWANG; CHEN; CHAN, 2013)
e hipolipemiante (KU et al.,, 2013). Recentemente, evidenciou-se que a
suplementacao alimentar com essa alga promove efeitos benéficos em modelo
de musculo liso vascular, através da modulacéo positiva da via de sinalizacéo
do NO em aorta de ratos saudaveis e, em musculo liso intestinal por reducéo
do estresse oxidativo e diminuicdo da adiposidade corporal de ratos obesos
(BRITO, 2014; FERREIRA, 2017).

Diante do exposto, a suplementacdo alimentar com S. platensis emerge
como fonte potencial para o tratamento de disfuncdes organicas. Dessa forma,
nesse trabalho foi avaliado o efeito da suplementacdo com a alga sobre o
consumo alimentar, a evolucdo ponderal, a adiposidade corporal e 0 estresse
oxidativo de ratos Wistar alimentados como dietas diferenciadas, sendo uma
dieta padrdo e a outra hipercalérica. Adicionalmente, foi implantado e
padronizado um modelo de disfuncao erétil induzida pelo consumo de dieta
hipercalérica em ratos Wistar, com a finalidade ulterior de contribuir com a
busca de novas drogas destinadas ao tratamento dessa doenca. Nesse
contexto, foi avaliado o efeito da alga sobre a fungdo erétil dos ratos
alimentados com as diferentes dietas, a fim de verificar se a S. platensis
melhora a funcionalidade peniana ou previne os danos a funcédo erétil
decorrentes do aumento do consumo calérico. Ainda nesse cenério, avaliou-se
0S mecanismos envolvidos no efeito promovido pela alga, utilizando

metodologias para estudos em niveis funcional e molecular.




2 Fundamentacao teorica
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2.1 Disfuncéo erétil

A DE é caracterizada pela inabilidade de alcancar e/ou manter uma
erecado peniana adequada para se obter uma relacdo sexual satisfatoria (NIH,
1993; ALVES; QUEIROZ; MEDEIROS., 2012) e, representa a disfuncao sexual
mais estudada em humanos (UCKERT et al., 2007). Os primeiros relatos desse
transtorno clinico foram encontrados em escrituras egipcias antigas que datam
de mais de 5.000 anos e, foram descritas reducfes no niamero e na qualidade
das erecdes de diferentes egipcios (SMITH, 1974; SHAH, 2002).

Em 2010, o comité internacional de consulta para medicina sexual em
definicdes, epidemiologia e fatores de risco para a disfungdo sexual realizou
uma analise extensiva da prevaléncia mundial da DE. Nesse cenério, foi
demonstrada prevaléncia da doenca na faixa de 1-10% em homens abaixo de
40 anos, 2-9% naqueles que possuiam de 40 a 49 anos, 20-40% nos homens
com idade entre 60 e 69 anos e 50-100% nos homens acima de 70 anos
(BEJIN, 1999; PINNOCK; STAPLETON; MARSHALL, 1999; BRAUN et al.,
2000; NICOLOSI et al.,, 2003; NICOLOSI et al.,, 2005). Adicionalmente, a
prevaléncia mundial da DE é estimada em 322 milhdes de homens
comprometidos em 2025 (COSTA; POTEMPA, 2012).

No Brasil, aproximadamente 45% dos homens possuem algum grau
dessa doenca. Os brasileiros entre 18 e 39 anos apresentam DE minima
(32%), moderada (10,3%) e grave (impoténcia) (1,1%). Acima dos 70 anos,
essas taxas passam a ser 21, 35 e 12,3%, respectivamente (RODRIGUES et
al., 2010).

Dados referentes a incidéncia da DE sdo menos abundantes. Entretanto,
0 numero de novos casos da doenca, por ano, varia de 19 a 66 casos em cada
1.000 homens, segundo estudos realizados nos Estados Unidos, na Holanda e
no Brasil (JOHANNES et al., 2000; MOREIRA et al., 2003; SCHOUTEN et al.,
2005).

A DE é considerada uma doenca predominantemente vascular e
benigna, no entanto afeta a saude fisica e psicologica, tendo uma repercussao
significativa na qualidade de vida dos homens e de suas parceiras ou de seus

parceiros sexuais, principalmente, devido a reducdo da autoestima e ao
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comprometimento do relacionamento interpessoal (STEFANO, 2012;
LEITOLIS, 2013). A predominancia da doenca se eleva com a idade e pode ser
vista como um grave problema de satde publica (JUNIOR et al., 2014). A
etiologia da DE € multifatorial e, dentre os fatores de risco, destacam-se a
presenca de doencas cardiovasculares, o sedentarismo, o tabagismo, o
diabetes, a depressédo, a ansiedade e a obesidade (ALVES; QUEIROZ;
MEDEIRQOS, 2012).

A obesidade é um fator de risco independente para o desenvolvimento
da DE e, nesse caso, associa-se com a funcdo anormal na via de sinalizacao
do NO, com consequente diminuicdo do relaxamento dos corpos cavernosos
do pénis (LEWIS et al., 2004; ESPOSITO et al., 2006; ESPOSITO et al., 2008).
Em diferentes estudos, foi evidenciada que a alteracdo no estilo de vida,
através de uma alimentacdo mais saudavel e da realizacdo de exercicios
fisicos, melhora o prognéstico dessa doenca (ESPOSITO et al., 2004;
ESPOSITO et al.,, 2006; ESPOSITO et al.,, 2009; ESPOSITO; GIUGLIANO,
2011).

Atualmente, a DE ndo se limita simplesmente a reducdo da atividade
sexual, mas atua como um indicador da disfuncdo endotelial sistémica. Do
ponto de vista clinico, essa doenca geralmente antecede eventos
cardiovasculares e pode ser utilizada como marcador inicial para identificar
homens com alto risco cardiovascular (GANDAGLIA et al., 2014; YAFI et al.,
2016). Diante disso, € importante conhecer os mecanismos fisiol6gicos que
regulam o processo de erecdo peniana, uma vez que alteracbes nessa

sinalizacao celular acarretam a DE.
2.2 Fisiologia da erecéo peniana
2.2.1 Estrutura do pénis
O pénis, orgdo genital e copulatério masculino, € responsavel pela

eliminacdo da urina e pela ejaculagcdo do sémen. A estrutura peniana € similar

em todas as espécies de mamiferos (SACHS; MEISEL, 1988). Nesse contexto,
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a anatomia descritiva divide esse érgdo em trés partes, a base, o corpo e a
glande (EARDLEY; SETHIA, 2003).

A base do pénis € a por¢do que se encontra conectada ao 0sso pélvico
e é formada por duas cruras (ou ramos) e um bulbo. As cruras sao estruturas
cilindricas localizadas paralelamente e inseridas no ramo pubico do 0sso
isquio, estas estruturas se fundem para formar os corpos cavernosos. O bulbo
se estreita e passa a constituir 0o corpo esponjoso, que Sse projeta
continuamente com 0S COrpos cavernosos no corpo peniano. Portanto, o pénis
€ constituido por trés segmentos cilindricos: dois corpos cavernosos dorsais
emparelhados e um corpo esponjoso localizado ventralmente, que envolve a
uretra, formando a glande na porgéo distal do 6rgédo (Figura 1) (KANDEEL;
KOUSSA; SWERDLOFF, 2001; EARDLEY; SETHIA, 2003; DEAN; LUE, 2005).

Os corpos cavernosos séo circundados por uma estrutura composta por
duas camadas de tecido fibroso, principalmente colageno e elastina,
denominada tunica albuginea, que confere flexibilidade, rigidez e resisténcia ao
pénis. A camada longitudinal da tunica albuginea se localiza ao redor de ambos
COrpos cavernosos e a camada circular interna recobre cada corpo cavernoso
individualmente. Além disso, os trés segmentos cilindricos penianos séo
revestidos pelas fascias de Buck, de Dartos e por tecido subcutédneo, que 0s
separam da pele (Figura 1) (HSIEH et al., 2012; JUNG et al., 2014).

Devido a presenca de um septo perfurado e incompleto, constituido de
tecido conjuntivo proveniente da tunica albuginea, que une os dois corpos
cavernosos abaixo do arco pubico, o pénis humano funciona como uma
unidade (Figura 1) (EARDLEY; SETHIA, 2003; RUSSEL; NEHRA, 2003).

A arquitetura interna dos corpos cavernosos e do corpo esponjoso
compartilha caracteristicas histologicas comuns, exceto a glande, estrutura que
apresenta rigueza de anamastoses venosas. O tecido que compde esses
segmentos cilindricos apresenta caracteristica esponjosa, e € basicamente
uma estrutura contendo sinusoides ou trabéculas cavernosas, que apresenta
espacos lacunares, conhecidos também como espacos sinusoides ou
cavernosos, interconectados por células musculares lisas e sustentado por
estroma formado por células de colageno, elastina, vasos sanguineos e nervos
(Figura 1) (LUE, 2002; CLEMENT; GIULIANO, 2015).
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Adicionalmente, os espacgos lacunares sdo revestidos por células
endoteliais e irrigados pelas artérias helicinais (MAS; ESCRIG;
GONZALEZ-MORA, 2002). Durante a ere¢cdo peniana, O COrpo cavernoso
aumenta a rigidez do pénis e mantem o seu formato durante a cOpula, por ser
considerado um sistema de alta pressado (KELLY, 1999), enquanto o corpo
esponjoso infla a glande e apoia o seu tecido durante a cépula, por ser um
sistema de baixa pressao (PUROHIT; BECKETT, 1976).

Figura 1 — Representacao lateral e corte transversal do pénis.
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Fonte: Adaptado de STANDRING, 2015.

2.2.2 Irrigagéo sanguinea peniana

O suprimento sanguineo arterial para o pénis deriva, principalmente, da
artéria pudenda interna. Essa artéria representa um ramo da artéria iliaca
interna na jungao sacro-iliaca. Apos atravessar o tronco perineal no canal de
Alcock, a artéria pudenda interna se torna artéria peniana, que se ramifica nas

artérias dorsal, bulbouretral e cavernosa (Figura 2). A artéria dorsal irriga a
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glande peniana e a artéria bulbouretral supre o bulbo peniano e o corpo
esponjoso. Além disso, a artéria cavernosa se ramifica em artérias helicinais,
que irrigam o0s espacos sinusoides dos corpos cavernosos. Essas artérias
possuem formato em espiral e estdo contraidas durante a flacidez peniana
(LUE, 2002).

A drenagem sanguinea do pénis ocorre em trés niveis, o superficial, o
intermediario e o profundo. A drenagem superficial € realizada pelas veias
presentes entre as fascias de Buck e Dartos, que convergem na veia dorsal
superficial, responsavel por drenar o prepucio e a pele que reveste o pénis, e
em seguida, drenam na veia pudenda externa. Entretanto, a drenagem
intermediaria é realizada pelas veias circunflexas dorsais e profundas que
convergem na veia dorsal profunda e drenam a glande e as porcdes
superficiais dos corpos cavernosos do pénis (Figura 2) (RUSSEL; NEHRA,
2003; STANDRING, 2015).

Figura 2 — Anatomia vascular peniana.
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Fonte: Adaptado de WEIN et al., 2011.

Na drenagem profunda, o0 sangue venoso retorna dos espacos
sinusoides através das vénulas do plexo subtlnico, localizado abaixo da tlnica
albuginea, presente majoritariamente nos dois tercos distais do pénis. Nesse
caso, 0 sangue retorna através das veias emissarias que atravessam a tunica
albuginea, e drenam em veias penianas extra-tunicas conhecidas como veias

cavernosa e crural. As veias emissarias também coalescem para originar as
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veias circunflexas, que drenam na veia dorsal profunda do pénis para esvaziar
0 plexo periprostatico (Figura 2). O sistema venoso profundo drena tanto os
COrpos cavernosos quanto o corpo esponjoso (CHRIST; LUE, 2004; FAZIO;
BROCK, 2004).

2.2.3 Inervagéo peniana

O pénis é inervado por fibras nervosas autonbmicas, simpaticas e
parassimpaticas, responsaveis pela regulacdo dos eventos neurovasculares
durante a flacidez e a erecdo peniana, e por fibras nervosas somaticas,
sensitivas e motoras, que conduzem as sensacdes e controlam a contracéo
dos musculos isquiocavernoso e bulbocavernoso (GROAT; BOOTH, 1993).

A inervacdo simpatica provém das raizes nervosas toraco-lombares, nos
segmentos medulares de T11-L2, e se dirige através dos nervos esplanicos
para os plexos hipogastrico superior e inferior, em direcdo ao plexo pélvico
(STEERS, 2000; ARGIOLAS; MELIS, 2005). Entretanto, a inervacao
parassimpatica provém das raizes sacrais, nos segmentos S2-S4, e passa pelo
plexo hipogastrico superior em direcdo ao plexo pélvico. Esse plexo é o
principal cruzamento de nervos autbnomos e, localiza-se nas laterais da bexiga
e do reto e se irradia para todas as visceras pélvicas. Coletivamente, as fibras
autbnomas que inervam o pénis sdo designadas de nervo cavernoso
(GIULIANO et al., 1997; STIEF, 2003).

O pénis também possui inervacdo somatica, tanto sensitiva, através do
nervo nao colinérgico ndo adrenérgico (NANC), como motora, que se origina
nos segmentos sacrais de S2-S4 e forma o nervo pudendo. Esse nervo se
ramifica nos nervos dorsal do pénis, perineal e retal inferior. Nesse caso, 0s
estimulos periféricos obtidos através dos receptores distribuidos por todo o
pénis, principalmente na glande, sdo enviados ao nervo pudendo, que adentra
a medula espinal, de onde os neurénios conduzem os impulsos ao SNC. Além
disso, os estimulos motores sdo conduzidos pelo nervo pudendo aos musculos
isquiocavernoso e bulbocavernoso, que participam das fases de rigidez
peniana e contracdo ritmica durante a ejaculacdo, respectivamente (STEERS,
2000).
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2.2.4 Controle fisiologico da erecao peniana

A erecdo peniana é um fendmeno neurovascular modulado por fatores
psicolégicos e hormonais, cujo resultado final € o relaxamento da musculatura
lisa do pénis. Esse fendbmeno envolve uma complexa interacéo entre o SNC e
estimulos locais. E basicamente mediado por reflexos espinais, pelo
processamento de informacgfes no hipotalamo e pela integracdo de estimulos
tateis, visuais, olfatérios, auditivos e imaginarios (THOMAS, 2002;
ANDERSSON, 2011).

2.2.4.1 Mecanismos centrais de controle da erecdo peniana

No hipotalamo, o PVN e a area pré-optica medial (MPOA) representam
0os principais locais de controle e de modulacdo da eregcdo peniana.
Inicialmente, o reconhecimento dos estimulos sensoriais € realizado pela
MPOA, que também coordena outros processos importantes no ato sexual,
como os reflexos necesséarios para atividade motora copulatéria e para
ejaculacdo. Nesse circuito cerebral, os estimulos sensoriais sdo enviados ao
PVN, onde sdo processados e encaminhados diretamente para a medula
espinal por meio de neurbnios pré-motores (ANDERSSON; WAGNER, 1995;
ANDERSSON, 2001; ANDERSSON, 2003; CHRIST; LUE, 2004). Nessa regiao,
diferentes neurotransmissores e neuropeptidios controlam a erecdo peniana,
dentre eles, destacam-se a dopamina (DA), a ocitocina, a noradrenalina, entre
outros (ANDERSSON, 2011).

Entretanto, os efeitos pro-eréteis da DA decorrem da sua liberagcdo na
MPOA e no PVN através da via incerto-hipotalamica (CHEN; CHAN; CHANG,
1999; BASKERVILLE; DOUGLAS, 2008). Essa catecolamina exerce seus
efeitos biologicos através de receptores subdivididos em Dai-like, que
compreendem os subtipos D1 e Ds, e acoplam a proteina Gs, ou D2-like,
formados pelos subtipos D2, D3 e D4, que acoplam as proteinas Gio (HSIEH et
al., 2004).

No SNC, o subtipo D2 € o mais abundante sendo inclusive descrito a

expressao desses receptores no corpo celular de neurbnios ocitocinérgicos
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localizados no PVN e na MPOA (BASKERVILLE; DOUGLAS, 2008;
BASKERVILLE et al., 2009).

Ap6s a ativacdo dos receptores Dz presentes nos neurdnios
ocitocinérgicos do PVN pela DA, ha a estimulagdo da via da fosfolipase Cp2
(PLCB2) pelo dimero By das proteinas Gio. Nessa sinalizacdo, a PLC[2
hidrolisa fosfolipidios presentes na membrana do tipo 4,5-bisfosfato de
fosfatidilinositol (PIP2), produzindo o 1,4,5-trisfosfato de inositol (IP3s) e o
diacilglicerol (DAG) (BERRIDGE, 2008; BILLINGTON; PENN, 2003). O IP3
induz a liberacdo de Ca?* do reticulo endoplasmatico por ativar os receptores
de IP3 (IP3R). Além disso, no reticulo endoplasmatico ha os receptores de
rianodina (RyR), canais de Ca?* sensiveis a cafeina, que sdo ativados pelo
Ca?* previamente liberado via IPsR num processo denominado de liberacédo de
Ca?* induzida pelo Ca?* (CICR) (DELLIS et al., 2006; MCHALE et al., 2006).

Na sequéncia dessa cascata de sinalizacdo, o Ca?*, junto com o DAG,
ativam a proteina cinase dependente de Ca?* (PKC), que, por sua vez, leva a
um aumento na concentracdo intracelular de Ca?* ([Ca?']) através da
fosforilacdo e da ativacdo direta dos canais de Ca?* dependentes de voltagem
(Cav) presentes na membrana plasmatica (FUKATA; KAIBUCHI; AMANO,
2001). O aumento na [Ca?']i favorece a interacdo do Ca?* com a proteina
calmodulina (CaM), formando o complexo 4Ca?*-CaM. Este complexo ativa a
enzima sintase do 6xido nitrico neuronal (NNOS), que catalisa a conversao da
L-arginina e Oz em L-citrulina e NO. O NO é responsavel por ativar os
neurdnios ocitocinérgicos, através de um mecanismo nao esclarecido, e liberar
a ocitocina em regifes extra-hipotalamicas do cérebro, bem como na medula
espinal, especialmente na regido sacral, de onde se projetam fibras
parassimpaticas que inervam 0S corpos cavernosos do pénis, promovendo a
erecdo peniana (Figura 3) (ARGIOLAS; MELIS, 2005; XIAO et al., 2005).

A ocitocina também é um neurotransmissor chave no processo de
erecdo peniana e sua acdo é mediada pela ativacdo dos neurbnios
ocitocinérgicos no PVN por moduladores excitatorios, como a DA. Além disso,
a propria ocitocina promove autoativacdo nos seus receptores localizados no

PVN. Com essa ativagdo, sao conduzidos estimulos para areas
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extra-hipotalamicas, bem como para a medula espinal, através de terminais
sinapticos (ARGIOLAS; MELIS, 2004).

Figura 3 — Mecanismo central de controle da ere¢cédo peniana pela dopamina.
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Fonte: SOUZA, 2018.

A regulacao central da erecdo peniana pela noradrenalina (NA) ndo esta
bem esclarecida, entretanto h& neurbnios noradrenérgicos com projecdes para
as regibes da medula espinal que estdo associadas a erecdo (GIULIANO;
RAMPIN, 2000).

Adicionalmente, alguns neurotransmissores sao responsaveis pela
inibicdo dos reflexos autonémicos e somaticos durante a erecdo, dentre eles,
destacam-se a serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) e o GABA, encontrados
em concentragdes elevadas na MPOA (GROAT; BOOTH, 1993).
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2.2.4.2 Mecanismos periféricos de controle da erecdo peniana

O controle periférico da erecdo depende de fatores neuronais e locais
que, em Jdultima instancia, influenciam os processos de contracdo e de
relaxamento muscular liso cavernoso. Nesse contexto, gera-se um tonus
muscular e, assim, mantém-se o estado funcional do pénis (ANDERSSON,
2011).

A modulacdo do tbnus muscular cavernoso ocorre através de
mecanismos moleculares que dependem da acdo de agonistas, como 0S
neurotransmissores e os fatores derivados do endotélio e, da integralidade da
sinalizacdo intracelular. Especificamente, um aumento na [Ca®']i é a causa
primaria para a producdo da contracdo, logo, a regulacdo dos niveis
intracelulares desse ion e da sensibilidade da maquinaria contratil ao mesmo
sdo 0s pontos-chave para a regulacdo do tdnus da célula muscular lisa
cavernosa (MAGGI et al., 2000).

2.2.4.2.1 Determinantes fisiol6gicos da flacidez peniana

A estimulacdo simpatica € o mecanismo primordial responsavel pela
manutencdo do pénis no estado flacido. Nesse caso, a NA liberada pelos
neurbnios adrenérgicos estimula seus receptores nos vasos penianos € no
musculo liso dos corpos cavernosos do pénis para induzir a contracdo (MILLS;
CHITALEY; LEWIS, 2001).

A caracterizacdo farmacoldgica dos receptores adrenérgicos evidenciou
que a expressao do subtipo a € 10 vezes mais abundante que do B no tecido
cavernoso. Além disso, os subtipos de receptores adrenérgicos a1 (aia, dig, 0bp1
e aiL) e az (aza, a2 € dz2c) SA0 expressos em corpo cavernoso humano (MAGGI
et al., 2000; ANDERSSON, 2011). Curiosamente, a ativacédo dos dois subtipos
de receptores adrenérgicos a promove a contracdo muscular lisa cavernosa,
uma vez que foi evidenciado que a estimulacéo pré-sinaptica de receptores a2
inibe a transmissdo NANC (SIMONSEN et al.,, 1997; FILIPPI et al., 2002).

Outros importantes mediadores da contragdo cavernosa incluem a endotelina 1
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(ET-1), a prostaglandina F2a (PGF2a), 0 tromboxano Az (TXA2) e a angiotensina
Il (ANG II) (TEJADA et al., 1991; BECKER et al., 2001; ANDERSSON, 2003).

Adicionalmente, a regulacéo funcional da [Ca?*]i, para dar inicio a uma
resposta contratii no musculo liso cavernoso depende de dois tipos de
acoplamentos: um acoplamento eletromecéanico, que esta envolvido com a
mudanca do potencial de membrana (Vm), e outro acoplamento
farmacomecanico, que acontece quando a contracdo promovida por um
agonista € maior que a observada s6 com a mudanca do Vm (REMBOLD,
1992).

O acoplamento eletromecéanico leva a resposta contratil através da
despolarizacdo de membrana diretamente associada ao aumento da
concentracdo extracelular de potassio ([K*le) (Figura 4) ou a agédo de
bloqueadores dos canais de K* (REMBOLD, 1996).

Figura 4 — Acoplamento eletromecénico da contragdo muscular lisa cavernosa pelo
aumento da concentragéo extracelular de K*.
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Fonte: SOUZA, 2014.

Apesar da importancia do acoplamento eletromecanico de contragéo da

célula muscular lisa cavernosa, o estado de flacidez peniana decorre
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majoritariamente da resposta contratil desencadeada pela ligacdo de agonistas
a receptores acoplados a proteina G (GPCRs) e a ativagdo da cascata do
inositol através das proteinas Gg11. Nesse cenério, ha ligacdo da adrenalina e
da NA aos receptores ai, da ET-1 aos receptores ETas, da PGF2a aos
receptores FP, do TXA:z aos receptores TP e da ANG Il aos receptores ATz, 0
gue desencadeia a ativagao da via da fosfolipase CB1 (PLCB1) e culmina na
formacédo do complexo 4Ca?*-CaM, de maneira semelhante ao observado para
a via da PLCB2. Este complexo ativa a cinase da cadeia leve da miosina
(MLCK), que fosforila a cadeia leve regulatéria da miosina (rMLC), promovendo
a interagcdo dos filamentos de miosina com os de actina, desencadeando o

processo de contragdo do musculo liso cavernoso (Figura 5) (WEBB, 2003).

Figura 5 — Mecanismo farmacomecénico da contracdo no musculo liso cavernoso pela
ativacao da via Gg11-PLCR:.
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NA: noradrenalina; Cay: canais de Ca?* dependentes de voltagem; PLCR:: fosfolipase
CB1; PIP2: 4,5-bisfosfato de fosfatidilinositol; DAG: diacilglicerol; IPs: 1,4,5-trisfosfato de
inositol; IPsR: receptor de IP3; RyR: receptor de rianodina; RS: reticulo
sarcoplasmatico; SERCA: Ca?*-ATPase do RS; PKC: proteina cinase dependente de
Ca?*; MLCK: cinase da cadeia leve da miosina; CaM: calmodulina.

Fonte: SOUZA, 2018.
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Apesar do aumento da [Ca?*]i ser transiente, as células musculares lisas
cavernosas sdo capazes de manter o estado contraido mesmo apés a reducgéo
dos niveis intracelulares desse ion. De fato, estudos tém relatado uma via
alternativa que contribui para a manutencdo da contracdo no musculo liso,
designada como via de sensibilizacdo ao Ca?* (Figura 6). Esta via envolve a
modulacgdo da fosfatase da cadeia leve da miosina (MLCP), principalmente pela
pequena proteina G ligante de GTP (RhoA) e pela sua cinase associada
ROCK, uma proteina serina/treonina cinase (KARAKI et al.,, 1997; HORI,
KARAKI, 1998). No estado inativado, a RhoA estd ligada ao difosfato de
guanosina (GDP) e a proteina inibidora da dissociagdo da guanina (RhoGDI),
formando um complexo que se encontra no citoplasma (JIN; BURNETT, 2006).
Varios agonistas contrateis, tais como a ET-1, a ANG Il e a ACh, que
normalmente aumentam a [Ca?']i via GPCRs levam a ativacdo direta do fator
de troca de nucleotidio de guanina da RhoA (RhoGEF) pelas proteinas
G12113a-6TP, que ativam a RhoA trocando o GDP por trifosfato de guanosina
(GTP) nessa proteina (SOMLYO; SOMLYO, 2003). Dessa forma, a RhoA-GTP
€ translocada para a membrana plasmatica, onde permanece ancorada por
meio de geranilgeranilizagédo e ativa a ROCK. A atividade da RhoA é reduzida
pela acdo da proteina ativadora de GTPase da Rho (RhoGAP), que culmina
com a clivagem do GTP em GDP e a formacdo do complexo inativo
RhoA-GDP/RhoGDI, que retorna ao citoplasma (BURRIDGE; WENNERBERG,
2004).
Apés ser ativada pela RhoA-GTP, a ROCK fosforila diretamente a rMLC
e a subunidade regulatéria MYPT1 da MLCP, tornando-a inativa, promovendo a
manutenc¢ao do estado fosforilado da rMLC e, consequentemente, da forca de
contracdo (KIMURA et al., 1996). Aléem disso, esta pode ativar uma proteina
cinase independente de Ca?", mais conhecida como proteina cinase de
interacdo ziper (ZIPK). A ZIPK fosforila diretamente a rMLC, no entanto seu
alvo principal é o residuo de Thr®%® da MYPT1 que, quando fosforilado, inibe a
acao da MLCP (MURTHY, 2006).
A CPI-17 (proteina inibitéria de 17 kDa) serve como substrato tanto para

a ROCK como para a PKC. Quando fosforilada, a CPI-17 se liga & subunidade
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catalitica PP1c da MLCP para inibir a sua atividade enzimética e prolongar a
contracdo do musculo liso (KITAZAWA et al., 2000).

A RhoA-GTP também estimula a fosfolipase D (PLD), essa enzima esta
principalmente associada a membranas intracelulares, mas também é
encontrada na membrana plasmatica e é especifica para fosfatidilcolina (PC),
liberando acido fosfatidico (PA) que através da acao da enzima fosfo-hidrolase
€ desfosforilado a DAG levando a ativacdo sustentada da PKC (BERRIDGE,
2009). A ativacao da PKC também pode ser dependente de Gg11-PLCB1 que
forma DAG a partir da hidrélise do PIP2. A PKC pode fosforilar o residuo de
Thr®® da CPI-17, aumentando assim sua poténcia inibitéria sobre a PP1c por
mais de 1000 vezes, inibindo a acdo da MLCP (SOMLYO; SOMLYO, 2003;
MURTHY, 2006).

Figura 6 — Mecanismo de manuten¢do da contragdo no musculo liso cavernoso pela

ativacéo da via G1213/ROCK.

Célula muscular lisa cavernosa

PLCR:: fosfolipase CBi; PIP.: 4,5-bisfosfato de fosfatidilinositol; DAG: diacilglicerol;
IPs: 1,4,5-trisfosfato de inositol; RS: reticulo sarcoplasmatico; PKC: proteina cinase
dependente de Ca?"; RhoA: pequena proteina ligante de GTP; PLD: proteina cinase D;
PC: fosfatidilcolina; PA: acido fosfatidico; RhoGEF: fator de troca de nucleotidio de
guanina da RhoA; ROCK: cinase da RhoA; CPI-17: proteina inibitéria de 17 kDa;
ZIPK: proteina cinase de interacdo ziper; MLCP: fosfatase da cadeia leve da miosina;
MYPT1: subunidade regulatéria da MLCP; PP1c: subunidade catalitica da MLCP.

Fonte: SOUZA, 2018.
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As proteinas cinases ativadas por mitogenos (MAPK) tém sido
associadas com o aumento da contratilidade do musculo liso, proliferacéo e
guimiotaxia. Dentre elas, destacam-se as MAPK ERK1/2 e p38, especialmente
pela sua atividade sobre o muasculo liso vascular, entretanto, oS mecanismos
moleculares que alteram diretamente a contratilidade cavernosa ndo estao
totalmente esclarecidos (BERRIDGE, 2009).

2.2.4.2.2 Determinantes fisiologicos da erecdo peniana

O relaxamento dos corpos cavernosos do pénis acontece em resposta a
neurotransmissdo NANC, tendo o NO como neurotransmissor mais importante;
e a neurotransmissao colinérgica, que libera a ACh, responséavel por estimular
a liberacéo de NO pelas células endoteliais (ANDERSSON, 2003).

A sintese do NO é catalisada pela acdo da enzima sintase de 6xido
nitrico (NOS) que, na presenca de Oz converte a L-arginina em L-citrulina e NO
tanto em células endoteliais como nas terminacdes nervosas. S80 expressas
trés isoformas distintas de NOS no pénis, as isoformas constitutivas e
dependentes de calcio incluem a nNOS e a eNOS, além delas, foi identificada a
isoforma induzivel (INOS), principalmente, quando h& injaria tecidual
(BURNETT et al., 1993; GONZALEZ-CADAVID; IGNARRO; RAJFER, 1999).

Nas células endoteliais, a ativacdo da eNOS pode acontecer em
resposta ao estresse de cisalhamento induzido pelo aumento do fluxo
sanguineo nos vasos penianos, nesse caso, ha a ativacdo da enzima PI-3K,
que fosforila o PIP2 e forma o 3,4,5-trisfosfato de fosfatidilinositol (PIP3). O PIP3
recruta e ativa a cinase-1 dependente de fosfoinositidio (PDK-1) que, por sua
vez, fosforila e ativa a Akt, também conhecida como proteina cinase B (PKB). A
Akt é uma serinal/treonina cinase que fosforila diretamente a eNOS nos seus
residuos de Ser!!”’, resultando no aumento da atividade dessa enzima,
fendbmeno que contribui para a producéo continua de NO (HURT et al., 2002;
SOMMER et al., 2002).

Outras substancias sdo responsaveis por modular o relaxamento
muscular liso cavernosos, como o peptidio intestinal vasoativo (VIP) e o
peptidio relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), liberados pelas

terminacdes nervosas colinérgicas. O endotélio também libera prostanoides
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relaxantes, como a prostaciclina (PGl2) e as prostaglandinas E dos tipos 1 e 2
(PGE:1 e PGE2) (MOLDERINGS et al., 1992; PORST, 1996).

Embora as substancias supracitadas estejam envolvidas na regulagao
do relaxamento muscular liso cavernoso, o NO é considerado o mediador
fisiolégicos mais importante para a erecdo peniana. Quando ha um estimulo
sexual, este € liberado pelos neurdnios NANC ou pelas células endoteliais, em
resposta a ACh e, por ser um gas lipossoluvel se difunde e ativa o seu receptor
ciclase de guanilil solavel (cGC) na célula muscular lisa cavernosa (Figura 7)
(ANDERSSON, 2011).

A cGC converte o GTP em monofosfato ciclico de guanosina (cGMP),
que ativa a proteina cinase dependente de cGMP (PKG). Essa cinase fosforila
varios substratos para promover o relaxamento muscular cavernoso (Figura 7),
destacando-se: 1) ativacdo de canais de K*, que indiretamente, por
repolarizacdo ou hiperpolarizagédo, inibem os Cav; 2) inibicdo direta dos Cav,
diminuindo o influxo de Ca?* (REMBOLD, 1996; MAKHLOUF; MURTHY, 1997;
WRAY et al., 2003); 3) aumento na cinética da Ca?*-ATPase tanto do reticulo
sarcoendoplasmatico (RS) (SERCA) como da membrana plasmatica (PMCA),
aumentando assim o sequestro e a extrusdo de Ca?*, respectivamente; 4)
diminuicdo da [Ca?*]i por ativacdo do trocador Na*/Ca?* (NCX), que atua numa
proporcdo de 3/1 (BLAUSTEIN, 1989); 5) inibicdo da MLCK, reduzindo sua
afinidade pelo complexo 4Ca?*-CaM, impedindo a fosforilacdo da rMLC e,
consequentemente, o processo contratil (REMBOLD, 1992); 6) inativacdo dos
IP3R que reduz a liberacdo do Ca?* pelo RS (WOODRUM; BROPHY, 2001); 7)
inativacdo da RhoA por fosforilacdo do residuo Ser'®8, deslocando-a para o
citosol; 8) ativacdo da MLCP por fosforilacdo no residuo de Ser®® da
subunidade MYPT1 o que impede a fosforilagdo no residuo de Thr®% pela
ROCK; 9) ativacdo da MLCP por fosforilacdo do telokin (ativador endégeno da
MLCP), sendo esse um mecanismo independente de RhoA (MURTHY, 2006;
AGUILAR; MITCHELL, 2010).

Do ponto de vista fisiologico, o NO derivado da nNOS é responsavel
pelo inicio da erecéo, enquanto o NO produzido pela eNOS em resposta ao
estresse de cisalhamento contribue para a manutengcdo da rigidez peniana
durante a erecdo (ANDERSSON, 2011).
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Os outros mediadores relaxantes, como as prostaglandinas E1 e E2 e a
prostaciclina atuam em receptores EP2, EP4 e IP, respectivamente, sendo todos
acoplados a proteina Gs. A subunidade as-GTP ativa a ciclase de adenilil (AC),
que converte o trifosfato de adenosina (ATP) em monofosfato ciclico de
adenosina (CAMP), responsavel por ativar a proteina cinase dependente de
cAMP (PKA). Essa cinase fosforila os mesmos alvos da PKG para promover o
relaxamento muscular cavernoso, com excec¢ao do IP3R (Figura 7) (ANGULO
et al., 2002; ANDERSSON, 2003).

Figura 7 — Mecanismo farmacomecénico do relaxamento no musculo liso cavernoso
pela ativacédo da via NO-sGC-PKG e Gs-AC-PKA.
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CaM: calmodulina; nNOS: sintase do o6xido nitrico neuronal; NO: 6xido nitrico;
Cayv: canais de Ca?" dependentes de voltagem; eNOS: sintase do Oxido nitrico
endotelial; PGly: prostaciclina; PGEa,: prostaglandina E do tipo 1 e 2; AC: ciclase de
adenilil; ATP: trifosfato de adenosina; cAMP: monofosfato ciclico de adenosina;
PKA: proteina cinase dependente de cAMP; AMP: monofosfato de adenosina;
sGC: ciclase de guanilil soluvel; GTP: trifosfato de guanosina; cGMP: monofosfato
ciclico de guanosina; PKG: proteina cinase dependente de cGMP; GMP: monofosfato
de guanosina; IPs: 1,4,5-trisfosfato de inositol; RS: reticulo sarcoplasmético;
SERCA: Ca?*-ATPase do RS; Cay: canais de Ca?' dependentes de voltagem;
MLCK: cinase da cadeia leve da miosina; NCX: trocador Na'/Ca?*;
PMCA: Ca%-ATPase da membrana plasmatica; PDE: fosfodiesterase.

Fonte: SOUZA, 2018.
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Devido a importancia do cGMP e do cAMP na reducdo da [Ca?'];,
destaca-se o papel fundamental para a regulacdo da funcao erétil
desempenhado pelas enzimas fosfosdiesterases (PDEs), que hidrolisam o
cGMP e o cAMP as suas formas néo ciclicas (GMP e AMP, respectivamente) e
encerram a cascata de sinalizacdo que resulta no relaxamento muscular liso
cavernoso. Cada familia de PDE inclui mdltiplas isoformas que podem atuar
sobre um nucleotideo ciclico especifico ou sobre os dois tipos. No pénis, a
isoforma de fosfodiesterase predominante é a 5 (PDE5), que atua
especificamente sobre o cGMP (FRANCIS; TURKO; CORBIN, 2000; MANCINA
et al., 2005).

Apesar de menos relevante para o processo de erecao peniana, o
acoplamento eletromecéanico pode promover relaxamento através da abertura
de canais de K* que desempenham um papel chave na regulacéo do potencial
de repouso da membrana e na excitabilidade celular, sendo que a contracdo no
musculo liso depende do balanco entre o aumento da conduténcia ao K*,
gerando uma repolarizacao/hiperpolarizacdo. Além disso, a hiperpolarizacédo da
membrana das células musculares lisas pode ser produzida por substancias
gue abrem diretamente os canais de K*, como, por exemplo, a cromacalina, a
levocromacalina e o nicorandil e, consequentemente, aumentam o efluxo de K*
da célula (KNOT; BRAYDEN; NELSON, 1996).

Como o balanco entre os processos de contracdo e de relaxamento do
musculo liso cavernoso regula os processos de flacidez e erecdo peniana,
qualquer desregulacdo em passos das vias de sinalizacdo supracitadas pode
comprometer a funcionalidade peniana e, dessa forma, contribuir para o

desenvolvimento da DE.

2.3 Classificacao e fisiopatologia da disfuncéo erétil

No estado fisiologico, a fungdo sexual masculina é descrita como um
processo biopsicossocial que envolve a coordenacdo psicolégica, endocrina,
vascular e neurolégica (PRIETO, 2008). Com base nessa informacao,
alteracdes em qualquer ponto desse eixo contribuem para o desenvolvimento

da DE. A origem dessa doenca € dividida em psicogénica, organica ou mista,




Souza, I. L. L. 61

Fundamentacéao teérica
onde ha a presenca de ambos componentes psicolégico e organico (YAFI et
al., 2016).

A presenca de fatores psicologicos que afetam a erecdo peniana tem
demonstrado a importancia da avaliacdo e do gerenciamento dos fendmenos
mentais e/ou sentimentais nos homens com DE. Os principais fatores
psicogénicos relacionados a doenca sado o0 estresse, a depressdo e a
ansiedade, que culminam na reducéo da libido sexual ou no medo de falhar
durante o ato sexual (MCCABE; ALTHOF, 2014). Antigamente, a origem da
DE era considerada primariamente como psicolégica, porém, atualmente é
descrito que a maioria dos homens sdo acometidos da DE através de
alteracOes organicas (THOMAS, 2002).

Dentre as causas organicas que levam ao desenvolvimento da DE,
destacam-se a deficiéncia da sinalizacdo através das inervacfes penianas,
representando a DE neurogénica (BRACKETT et al.,, 2010); a reducdo dos
niveis de testosterona, horménio responsavel por aumentar a expressao de
eNOS, bem como reduzir a expressdo de proteinas da via da RhoA/ROCK
(LUGG et al.,, 1996; MILLS; LEWIS; STOPPER, 1998; SOPKO; HANNAN;
BIVALACQUA, 2014), representando a DE enddcrina; a disfung¢éo endotelial,
que pode resultar do desbalanco da via do NO, do aumento da atividade
simpatica e das alteracdes estruturais que reduzem a capacidade relaxante dos
corpos cavernosos do pénis (MITTAWAE et al.,, 2006; JACKSON, 2007;
CORONA et al.,, 2011), representando a DE vasculogénica; utlizacdo de
medicamentos, como 0s anti-hipertensivos, 0s analgésicos opioides, 0s
antiandrégenos e os antiulcerogénicos (FRANCIS et al., 2007; AVERSA et al.,
2008). Contudo, é dificil definir se a DE resulta do efeito direto desses
medicamentos ou da prépria doenca subjacente, por exemplo, a DE pode
derivar da hipertenséo arterial em detrimento do medicamento utilizado para o
tratamento da mesma (YAFI et al., 2016), representando a DE medicamentosa.

Além disso, o envelhecimento é o principal fator de risco para a DE e
ambas prevaléncia e gravidade da doenca aumentam com a idade, ademais,
usualmente € causada pela presenca de disfun¢cdes neural e endotelial
(EL-SACCA, 2007; LEWIS et al., 2010).
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A relagcdo entre a obesidade e o desenvolvimento da DE decorre do
aumento da hiper-responsividade a agonistas adrenérgico a1 (ZEMEL et al.,
1988); do aumento da expressdo da NADPH oxidase e da diminuicdo da
expressdo das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GPx (FURUKAWA et al.,
2004); da reducdo da atividade da eNOS e da estimulacdo da producédo de
ROS (STEINBERG et al., 1997). Além disso, com o estresse oxidativo local,
tem-se uma superproducdo do anion superoxido que reage com o NO levando
a formacéao do peroxinitrito, com consequente reducéo da biodisponibilidade do
NO (SILVA; CERCHIARO; HONORIO, 2011).

2.4 Diagnéstico da disfuncéo erétil

Os principais objetivos do diagndstico da DE envolvem a determinacao
do desenvolvimento real da doenca, com a finalidade de identificar a sua
etiologia, reduzir os fatores de risco associados e prevenir os efeitos maléficos
das doencas correlacionadas com a DE (GLINA; COHEN; VIEIRA, 2014).

A limitacdo para a realizacdo do diagnostico dessa doenca decorre das
implicagbes pessoais, interpessoais e sociais relacionadas a DE e, dessa
forma, a avaliagdo do historico sexual dos homens acometidos pela doenca
ndo € simploria. Com base nesse fato, foram padronizados e validados
guestionarios que auxiliam na determinacdo do desenvolvimento real da DE e
da gravidade da doenca (ALTHOF et al., 2013). Dentre os mais utilizados na
pratica clinica, destaca-se o indice Internacional de Funcédo Erétil (IIFE), que
possui 15 perguntas relacionadas a todas as fases da resposta sexual
masculina, e o Inventario sobre a Saude Sexual Masculina (SHIM), que
apresenta cinco perguntas especificas sobre a DE (ROSEN et al., 1999;
ROSEN; CAPPELLERI; GENDRANO, 2002).

A avaliacdo do histérico sexual do homem é extremamente importante
para distinguir a DE de outras disfungbes sexuais que sdo, geralmente,
confundidas pelos pacientes, como a ejaculacdo precoce e a diminuicdo da
libido (GLINA; COHEN; VIEIRA, 2014). Com essa analise, busca-se determinar
se a doenca € primaria ou secundarias a outras doengas Ou processos

cirurgicos. Para isso, é verificada a presenca de fatores de risco como o
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diabetes, a hipertensdo arterial, a realizacdo de cirurgias pélvicas, o0s
problemas psicologicos, a hipercolesterolemia, a obesidade, entre outros.
Durante essa avaliacdo, recomenda-se a presenca de parceiros sexuais para
enriquecer o histérico e para fortalecer o relacionamento pessoal do casal
(TAPSCOTT; HAKIM, 2013).

Adicionalmente, a avaliacdo fisica pode indicar a presenca de
comorbidades e expor dados relevantes para o diagnéstico correto da DE.
Nesse contexto, os exames sdo direcionados para a busca de alteracbes
nervosas, vasculares e do sistema genital. E testado o reflexo bulbocavernoso
aliado a andlise de déficit sensitivo e motor (GHANEM; SALONIA;
MARTIN-MORALES, 2012). De maneira adicional, a avaliacdo local do pénis
fornece informacdes sobre a presenca de deformacgOes penianas, placas de
fibrose e meato uretral, que comprometem a erecao peniana, ja a avaliacdo da
posicdo e do tamanho dos testiculos pode indicar alteragdes hormonais, como
a reducdo dos niveis de testosterona (SHAMLOUL; GHANEM, 2013).

A avaliacdo laboratorial auxilia na determinacdo dos niveis hormonais e
no diagnéstico de endocrinopatias que podem estar subjacentes a DE.
Segundo a Sociedade Internacional de Medicina Sexual, deve ser quantificado
a glicemia de jejum, os niveis de colesterol total e de suas fragcbes, de
trigliceridios e de testosterona (HATZICHRISTOU et al., 2010). Na maioria dos
casos de DE, com base nas avaliagcdes supracitadas, € possivel diferenciar a
etiologia da doenca entre psicogénica ou organica e facilitar a escolha correta

do tratamento da DE.
2.5 Tratamento da disfuncéo erétil

O tratamento da DE é realizado de acordo com a avaliagdo clinica do
paciente. No tratamento ndo farmacoldgico, o controle dos niveis glicémicos,
de colesterol e de trigliceridios, a redugdo da massa corporal, além da
interrupcdo do uso do tabaco e do alcool, sdo modificagbes no estilo de vida
que podem ser vitais na melhora da DE, especialmente em homens jovens
(POLSKY et al.,, 2005; ARACKAL; BENEGAL, 2007; KUPELIAN; LINK;
MCKINLAY, 2007; MAIORINO; BELLASTELLA; ESPOSITO, 2015).
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Historicamente, as primeiras alternativas para o tratamento da DE
consistiam em manejos cirargicos (EARDLEY et al., 2010). Porém,
recentemente, a implantacdo de proteses penianas representa a terceira linha
de tratamento para a DE. ApOs a realizacdo desse procedimento cirargico, as
alteracdes sobre os corpos cavernosos do pénis sao irreversiveis. As proteses
penianas podem ser maleaveis (semirrigidas) ou inflaveis (TROST et al., 2013)
e, apresentam a infeccdo como complicacdo mais pronunciada, uma vez que
ocorre em 2-4% dos casos (SELPH; CARSON, 2011). Apesar de raras, existem
outras intervencdes cirdrgicas que contornam as probleméticas relacionadas a
DE. Dentre elas, o bypass arterial quando h& lesdo de artérias penianas e a
cirurgia de ligacdo venosa, que reduz o vazamento venoso congénito
(SHAMLOUL; GHANEM, 2013).

Além disso, existem alternativas como a reposicdo hormonal para a
restauracdo dos niveis de testosterona nos homens que tém diminuicdo de
biodisponibilidade desse hormoénio (JAIN; RADEMAKER; MCVARY, 2000) e os
dispositivos de erecdo a vacuo que auxiliam na transferéncia de sangue para
0S corpos cavernosos do pénis. O sangue é retido nesse local pela utilizacdo
de um elastico constritor na base do pénis (BOSSHARDT et al., 1995).

2.5.1 Tratamento medicamentoso da disfuncéo erétil

2.5.1.1 Terapias intracavernosa e intrauretral

Atualmente, representam a segunda linha de tratamento da DE e,
apresentam como vantagens a rapidez para inicio, menos de 10 minutos, e a
qualidade das erecdes penianas, mesmo na auséncia de estimulo sexual
(SHAMLOUL; GHANEM, 2013). Nesse caso, 0 homem precisa receber
treinamento prévio para poder aplicar a inje¢céo intracavernosa ou posicionar o
supositorio intrauretral. Ademais, a indicagdo dessas terapias prioriza 0s
pacientes que realizaram prostatectomia radical ou que n&o respondem as
outras alternativas medicamentosas (TAL; TELOKEN; MULHALL, 2011).

As substancias vasodilatadoras habitualmente utilizadas para induzir a
erecdo peniana sdo o alprostadil (Caverject®), a papaverina (Hypoverin®) e a
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fentolamina (Vigamed®), de maneira isolada, ou em combinacdes de dois ou
trés delas, com altas taxas de sucesso terapéutico (90%) (HATZIMOURATIDIS;
HATZICHRISTOU, 2005; PERIMENIS et al., 2006).

O alprostadil € a prostaglandina Ei1 sintética, logo, ao se ligar a
receptores EP24 ativa a via de sinalizagdo da AC, culminando no aumento da
concentracdo intracelular de cAMP ([cCAMP]i), que através de mecanismos
descritos previamente, desencadeia o relaxamento dos corpos cavernosos do
pénis e, consequentemente, a erecao peniana. Este é utilizado na terapia de
injecdo intracavernosa e como supositério para uso intrauretal (MORELAND et
al., 2003).

A papaverina inibe de maneira ndo seletiva as enzimas PDEs e, com
isso, ocorre aumento da [cCAMP]i e da concentracdo intracelular de cGMP
([cGMPY)i), tendo resultados similares ao observado com a utilizagdo do
alprostadil, entretanto, € utilizada apenas na terapia de injecdo intracavernosa.
Além dessas substancias, a fentolamina, inibidora seletiva do receptor
adrenérgico a1, previne a vasoconstricdo consequente a ativagdo da via da
PLCB: e, diante disso, auxilia na erecdo peniana. Essa substancia € usada
apenas na terapia de injecao intracavernosa (VIRAG et al., 1991).

O principal risco da utilizacdo desses medicamentos é o priapismo, que
consiste numa erecdo peniana dolorosa e prolongada (superior a duas horas),
independente do desejo sexual e decorrente da insuficiéncia na drenagem
sanguinea peniana. Em casos de priapismo, indica-se o atendimento médico
emergencial, a fim de realizar a aspiragdo do sangue dos corpos cavernosos, a
aplicacdo da FEN, um agonista adrenérgico seletivo ai, que promove a
vasoconstricao local por meio da ativacdo da via da PLCB1 e, em casos mais
graves, a criacao de shunts entre os corpos cavernosos e a glande ou o corpo

esponjoso atraves de procedimentos cirargicos (LINET; OGRINC, 1996).
2.5.1.2 Terapia sublingual
Na terapia sublingual da DE, destaca-se a utilizacdo da apomorfina

(UPRIMA®), derivado sintético da morfina, que apresenta similaridades

estruturais com a dopamina, sendo um agonista dopaminérgico ndo seletivo,
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mas que apresenta afinidade superior pelos receptores D2-like. Em decorréncia
do controle central da eregéo peniana ser comandado pela dopamina, ao ativar
Sseus receptores, essa substancia promove a eregcdo peniana, sem causar
dependéncia (HULL et al., 1999).

O principal efeito colateral do uso terapéutico da apomorfina é a
presenca de niuseas em cerca de 7% dos pacientes (BROCK, 2002). Este
efeito € associado a ativagéo de receptores do D2-like periféricos que diminuem
a motilidade gastrica. Além disso, sdo relatados casos de émese, cansaco,
bocejos e tontura (THOMAS, 2002).

2.5.1.3 Terapia oral

A farmacoterapia primaria para o tratamento da disfuncéo erétil envolve
a utilizacdo dos inibidores de PDE5, como a sildenafila (Viagra®), que é o
protétipo do grupo, a tadalafila (Cialis®), a vardenafila (Levitra®) e a iodenafila
(Helleva®). Mecanisticamente, os inibidores de PDE5 aumentam a [cGMP]; e,
dessa forma, iniciam a cascata de eventos intracelulares que resulta no
relaxamento dos corpos cavernosos do pénis e promove a erecao peniana
(LUE, 2000; CORBIN, 2004). Entretanto, a estimulacdo sexual prévia é
imprescindivel para aumentar os niveis intracelulares de NO e,
consequentemente, para a geracao do cGMP (YAFI et al., 2016).

Com o uso desses medicamentos ha melhora na performance sexual
dos homens, sem alteracédo da libido. Recentemente, a descoberta de que a
utilizacdo desses inibidores reduz o periodo refratario, tempo onde ocorre uma
flacidez fisiologica temporaria imediatamente apds a ejaculagdo, promoveu um
aumento da procura desses medicamentos por homens jovens e potentes
(EKMEKCIOGLU et al., 2005; GRUENWALD:; LEIBA; VARDI, 2009).

A utilizagdo de inibidores de PDE5 deve ser realizada com cautela em
paciente que apresentam comprometimento cardiovascular, como hipertensao
arterial ndo controlada e angina instavel (MORGANROTH et al.,, 2004).
Ademais, o uso desses medicamentos é contraindicado em paciente usuarios
de nitratos, em virtude do aumento do risco de hipotensédo grave (EARDLEY et
al., 2010).
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Os principais efeitos colaterais relacionados a terapia com os inibidores
de PDE5 incluem dor de cabeca, congestdo nasal e rubor facial
Adicionalmente, alteracdes visuais e auditivas, incluindo degeneragéo macular,
neuropatia oOptica isquémica anterior, perda auditiva e zumbido sdo motivos
recentes de precaucdes. Essas complicacbes parecem estar relacionadas com
a acdao inibitoria leve desses medicamentos sobre a PDE6 (GIULIANO et al.,
2010; YUAN et al., 2013; ZELEFSKY et al., 2014).

Apesar do grande sucesso terapéutico desses medicamentos, cerca de
30-40% dos homens acometidos da DE ndo respondem a essa primeira linha
de tratamento (ALVES; VELLOSSO, 2005; CODEVILLA; CASTILHOS;
BERGOLD, 2013). Com base nessas informacdes, foram desenvolvidos
diferentes modelos animais para o estudo da DE baseados nos principais
fatores de risco para a doenca, que sédo o envelhecimento, as lesdes pélvicas e
a obesidade (BRACKETT et al., 2010; EL-SACCA, 2007; LEWIS et al., 2010;
SILVA; CERCHIARO; HONORIO, 2011).

2.6 Obesidade

A obesidade é uma doenca crbnica, caracterizada pelo acumulo
excessivo de tecido adiposo localizado em todo corpo, com graves dimensdes
sociais e psicologicas, que afeta praticamente todos 0s grupos etarios e
socioeconémicos (OMS, 2017a). Em decorréncia dessas informacdes, é
considerada o problema de saude publica mais comum do século XXI nos
paises desenvolvidos e em desenvolvimento (PALOU et al., 2000; BOWERS et
al., 2004).

A etiologia da obesidade envolve multiplos fatores relacionados a
habitos alimentares inadequados, diminuicdo progressiva ou nao pratica de
atividade fisica, fatores genéticos, metabdlicos, sociais, comportamentais e
culturais (SANTOS et al., 2012). Como o balan¢o energético corporal é mantido
através de alteragbes na ingestdo de calorias e no gasto energético, o
prolongado balangco energético positivo, em que a ingestdo excede o gasto,
representa a causa mais comum para o0 desenvolvimento dessa doenca
(STEIN; COLDITZ, 2004). Além disso, os sistemas bioldgicos apresentam

mecanismos fisioldgicos que regulam a perda excessiva de energia, com a




Souza, I. L. L. 68

Fundamentacéao teérica
finalidade de evitar o estado de desnutricdo, que representa um dano superior
ao organismo e, consequentemente, dificultam a reducdo da adiposidade
corporal (SPEAKMAN, 2004; BAHIA et al., 2012).

Na pratica clinica cotidiana e para a avaliacdo em nivel populacional, a
classificacdo de sobrepeso e obesidade em adultos € realizada através da
medida do indice de massa corpérea (IMC), representado pela razdo entre o
peso (expresso em kg) e o quadrado da estatura (expresso em m) (ABESO,
2016). Segundo dados do Ministério da Saude, a utilizacdo desse indice é
comum por sua facilidade de mensuracao e por ser uma medida néo invasiva e
de baixo custo (BRASIL, 2014), entretanto, o IMC n&o evidencia a distribuicéo
do tecido adiposo corporal, sendo recomendada a avaliagcdo concomitante de
outras medidas antropométricas como a determinacdo das circunferéncias
toracica e abdominal e das dobras cutaneas para o diagndstico da doenca
(ABESO, 2016).

No Brasil, tem-se utilizado a classificagcdo de sobrepeso e obesidade
proposta pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e baseada em padrdes
internacionais desenvolvidos para pessoas adultas descendentes de europeus
(Tabela 1). Com base nessas medidas, os individuos sao considerados com
sobrepeso quando apresentam IMC na faixa de 25 a 29,9 kg/m? e obesos
quando o IMC é igual ou superior a 30 kg/m? (ABESO, 2016).

Tabela 1 — Classificacdo internacional da obesidade segundo o IMC que divide a
adiposidade em graus ou classes.

IMC (kg/m?) Classificagéo Grau/classe
<18,5 Magro ou baixo peso 0
18,5-24,9 Normal ou eutréfico 0
25-29,9 Sobrepeso ou pré-obeso 0
30-34,9 Obesidade [
35-39,9 Obesidade Il
=40 Obesidade grave i

Fonte: ABESO, 2016.

De acordo com a OMS, no ano de 2014 mais de 1,9 bilhdes de adultos
apresentaram sobrepeso, e destes, mais de 600 milh6es eram obesos. Além
disso, observou-se elevacdo na obesidade infantil, com 41 milhdes de criancas

com idade inferior a cinco anos apresentando sobrepeso ou obesidade (OMS,
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L. L.

Para 2025, a projecdo mundial é de 2,3 bilhdes de adultos com

sobrepeso e mais de 700 milhdes obesos (ABESO, 2016).
Em 2014, os dados expostos no observatorio de saude global

demonstraram uma maior prevaléncia da obesidade nos Estados Unidos, Ilhas

Cook,
Brasil,

Palau, Micronesia, Samoa, entre outros. Segundo esses dados, no

as mulheres apresentaram prevaléncia da doenca em torno de 24% e os

homens de 17,1% (Figuras 8 e 9) (OMS, 2016).

Figura
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8 — Prevaléncia mundial de obesidade em mulheres adultas no ano de 2014.
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Figura 9 — Prevaléncia mundial de obesidade em homens adultos no ano de 2014.
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Recentemente, a Pesquisa de Vigilancia de Fatores de Risco e Protegao
para Doencgas Cronicas por Inquérito Telefénico (Vigitel) realizada pelo
Ministério da Saude expds resultados obtidos através de entrevistas realizadas,
de fevereiro a dezembro de 2016, com aproximadamente 53 mil adultos das
capitais brasileiras. Nessa pesquisa, destacaram-se as informacdes sobre o
excesso de peso observado na populagéo brasileira que passou de 42,6% em
2006 para 53,8% em 2016, sendo mais prevalente nos homens. Além disso, a
obesidade aumentou com o avanco da idade e o numero de brasileiros obesos
passou de 11,8% em 2006 para 18,9% em 2016, ndo diferindo entre homens e
mulheres. Dentre as capitais nordestinas, Jodo Pessoa apresentou 0 maior
percentual de adultos obesos (21,7%), superando a média nacional (18,9%)
(BRASIL, 2017b).

Na vigitel foram elencadas algumas mudancas no habito alimentar da
populacdo brasileira, como a reducdo no consumo regular de refrigerantes e
sucos artificiais de 30,9% (2007) para 16,5% (2016), a queda no consumo de
ingredientes considerados basicos e tradicionais como o feijao, que diminuiu de
67,5% em 2012 para 61,3% em 2016 e o aumento no consumo de frutas e
hortalicas, em cinco dias da semana, que em 2008 era 33,0%, e em 2016,
passou para 35,2%. Apesar de algumas alteracbes positivas, que podem
indicar o inicio de uma nova transicdo alimentar, o Brasil permanece entre os

paises que apresentam elevada prevaléncia de obesidade (BRASIL, 2017b).

2.7 Determinantes fisioldgicos do controle da ingestdo alimentar

O balango energético no organismo € variavel, uma vez que sofre
influéncia do estilo de vida de cada individuo, somado a isso, existem
interagcbes com conjuntos especificos de genes de suscetibilidade, cujas
variagdes determinam diferentes impactos fisiologicos (BOUTIN; FROGUEL,
2001).

Duas teorias sobre a evolugdo dos genes de suscetibilidade ja foram
descritas, a primeira hipotese € a do gene econdémico, que relata que foram
selecionados genes que determinam a alta eficiéncia na aquisi¢do e/ou uso de
energia, ao longo de milhdes de anos, em populagdes humanas que passaram
por periodos de escassez de alimentos (NEEL, 1962; PRENTICE;
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RAYCO-SOLON, MOORE, 2005); ja a segunda hipétese é a da derivacao
genética, que sugere que mutacdes ocorreram em decorréncia da diminuigdo
dos limites rigidos para manutencdo da massa corporal causada pelo
desaparecimento de predadores (SPEAKMAN, 2006).

Independente das predisposi¢cdes genéticas, a ingestdo de alimentos é
regulada centralmente pelos fendbmenos de apetite e saciedade, e depende da
integracdo de sinais periféricos. Nesse circuito, neur6nios localizados em
diferentes regides do hipotalamo (hipotalamo ventromedial ou lateral e nlucleos
arqueado e paraventricular) e em regides extra-hipotalamicas, incluindo o bulbo
(nucleo do trato solitario), mesencéfalo (area tegmental ventral) e prosencéfalo
(ntcleo accumbens), estdo associados ao equilibrio energético em humanos
(THALER et al., 2013).

As informacbes sensoriais relacionadas ao apetite proveniente da
periferia sdo sinalizadas para o sistema nervoso central (SNC) através de
hormdnios circulantes e de nervos sensoriais, particularmente aferentes vagais.
Os receptores para os sinais periféricos sao expressos, principalmente, em
dois conjuntos quimicamente distintos de neurdnios localizados no nucleo
arqueado (ARC), que expressam peptidios orexigenos como o neuropeptidio Y
(NPY) e o peptidio relacionado ao gene agouti (AgRP), conhecidos como
neurénios NPY/AgRP; ou expressam peptidios anorexigenos como o horménio
estimulante de melandcitos alfa (a-MSH), um derivado da pré-opiomelanocotina
(POMC), e o transcrito relacionado a anfetamina e a cocaina (CART),
chamados neurénios POMC/CART. A ativacdo de neurbnios orexigenos
promove aumento da ingestdo alimentar e diminuicdo do gasto energético,
enquanto a ativagcdo de neurdnios anorexigenos promove efeitos contrarios
(BING et al., 1996; SCHWARTZ et al.,, 2000; BROBERGER, 2005; HUDA,;
WILDING; PINKNEY, 2006).

A presenca de estimulos sensoriais, especialmente olfatorios, visuais e
tateis e/ou o pensamento sobre os alimentos estimulam a fase cefélica da
resposta integrada a refeicdo e, como consequéncia, ocorre aumento da
estimulacdo parassimpatica excitatoria neural no trato gastrointestinal (TGI) e
aumento da secrecdo salivar, de &cido gastrico e pancreatico, além da
secrecéo de grelina (MUNDINGER; CUMMINGS; TABORSKY JR, 2006).
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A grelina, Unico hormdnio periférico que apresenta efeito estimulante do
apetite, é secretada pelas glandulas oxinticas presentes na mucosa gastrica e
pelo intestino delgado (CUMMINGS et al., 2001; CUMMINGS, 2006). Ao se
ligar ao seu receptor secretagogo de hormdnio do crescimento (GSH-R) no
ARC aumenta a atividade dos neurdnios NPY/AgRP e, antagonicamente, inibe
0os neurbnios POMC/CART a partir da liberacdo pré-sindptica do acido
gama-aminobutirico (GABA) (NAGAMINE et al., 2003; STANLEY et al., 2005),
além disso, a grelina aumenta a liberacdo do hormdnio do crescimento e a
motilidade gastrica (KONTUREK et al.,, 2004). Adicionalmente, os niveis
circulantes desse horménio sdo reduzidos apdés a ingestdo de nutrientes
(TSCHOP; SMILEY; HEIMAN, 2000).

Apos o consumo alimentar, a saciedade gastrica ocorre primariamente
pela distensdo mecanica, enquanto a saciedade intestinal deriva da presenca
de diferentes nutrientes alimentares (POWLEY; PHILLIPS, 2004).

A colescistocinina (CCK), primeiro peptidio intestinal que promove a
saciedade descrito, € produzida pelas células | das mucosas intestinais
duodenal e jejunal, bem como pelo cérebro e pelo sistema nervoso entérico. A
CCK intestinal é secretada em resposta a presenca luminal de lipidios e de
proteinas (GEARY, 2004; RAYBOULD et al.,, 2006). Esse peptidio inibe a
ingestao alimentar, estimulando neurénios POMC/CART, e também induz as
secrecbes pancredtica e biliar, bem como a contracdo vesicular. Os seus
receptores sao expressos no TGl e no cérebro. O receptor CCK1, previamente
conhecido como CCK-A (alimentary) predomina no TGI, enquanto o CCK2,
descrito como CCK-B (brain) € majoritariamente expresso no SNC (REHFELD,
2004).

A inibicdo da ingestdo alimentar também €& estimulada pelo peptidio
tirosina-tirosina (PYY), produzido pelas células L do ileo e c6lon em resposta a
presenca de lipidios e de carboidratos no limen (LIN; TAYLOR, 2004; DEGEN
et al., 2005). Apds a sua secre¢do na corrente sanguinea, os dois primeiros
aminoacidos desse peptidio sdo rapidamente clivados pela enzima dipeptidil
peptidase 4 (DPP-4) e resulta no PYYss3 (EBERLEIN et al.,, 1989). No

hipotdlamo, o PYYs33s atua em receptores Y2, que sao receptores




Souza, I. L. L. 73

Fundamentacéao teérica
pré-sinapticos inibitdrios expressos nos neurdnios orexigenos (BATTERHAM et
al., 2002).

Além do PYY, as células L intestinais secretam o peptidio semelhante ao
glucagon 1 (GLP-1) devido a presenca luminal de lipidios e de carboidratos
(BRUBAKER; ANINI, 2003). Esse peptidio estimula a secrecédo de insulina e
dificulta a secrecdo de glucagon (D’ALESSIO; PRIGEON; ENSINCK, 1995;
RITZEL et al., 1995; SCHIRRA; GOKE, 2005), além disso, promove efeito
anorexigeno. Os mecanismos responsaveis pela reducédo da ingestédo alimentar
nao estdo completamente esclarecidos, mas envolvem a ligacdo do GLP-1 ao
seu receptor GLP-1R no hipotdlamo, nervos aferentes vagais e/ou na area
postrema, que ativa neurénios catecolaminérgicos com projecdes para o ndcleo
do trato solitario (MERCHENTHALER; LANE; SHUGHRUE, 1999; YAMAMOTO
et al.,, 2003). A sensacdo de saciedade promovida pelo GLP-1 também é
associada a inibicdo do esvaziamento géastrico (VERDICH et al., 2001).

Apbés a absorcdo dos nutrientes presentes nos alimentos, outros
horménios como a leptina e a insulina se destacam no controle da ingestao
alimentar. A leptina é uma proteina de 16 kDa, secretada principalmente pelo
tecido adiposo branco (TAB), entretanto, outros 6rgdos produzem esse
horménio como o estdmago, a placenta e o tecido adiposo marrom (TAM)
(CINTI et al., 1997; MASUZAKI et al., 1997; BADO et al., 1998). Sd0 expressas
cinco isoformas de receptores de leptina (Ob-Ra/e), mas apenas o Ob-Rb
(forma longa) € responsavel pela sinalizagédo intracelular desse horménio. O
Ob-Rb pertence a familia de receptor das citocinas e sua ativacdo inicia a
cascata de sinalizacdo da Jannus cinase 2 (JAK2), que fosforila residuos de
tirosina e culmina na ativacao do transdutor de sinal e ativador de transcrigéo
do tipo 3 (STAT3), que se desloca para o nucleo para estimular a transcricao
génica nos diversos nucleos hipotalamicos que regulam a ingestéo alimentar. A
leptina ativa os neurbnios POMC/CART e inibe os neurbnios NPY/AgRP
(VAISSE et al., 1996; TOUW et al., 2000).

A inibicdo de vias alternativas pela leptina, como a da cinase sensivel a
estimulos externos (ERK) e da cinase de fosfatidilinositol 3 (PI-3K) estimula o
sistema nervoso simpatico, favorecendo o aumento do gasto energético
(TARTAGLIA et al., 1995; LEUNG; KWAN, 2008).
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Como os niveis plasmaticos de leptina s&@o correlacionados aos
depdsitos corporais de tecido adiposo, quanto maior reserva de tecido adiposo,
mais leptina circulante, o que favorece a inibicdo dos neurdnios NPY/AgRP
(MAFFEI et al.,, 1995; JEQUIER; TAPPY, 1999). Entretanto, em individuos
obesos € observada uma combinacdo de hiperleptinemia e hiperfagia,
caracterizando um quadro de resisténcia central a leptina, atribuido a
alteracbes no receptor e/ou deficiéncias no transporte desse horménio pela
barreira hematoencefalica (CONSIDINE et al., 1996; FLIER, 2004).

Semelhante ao observado para a leptina, 0s niveis plasmaticos de
insulina sdo correlacionados positivamente com a adiposidade corporal
(WOODS; SEELEY, 2001; PLUM; BELGARDT; BRUNING, 2006). Esse
horménio é produzido nas células beta pancreaticas e favorece a captacdo de
glicose e reducédo da glicemia, o que representa um estimulo para 0 aumento
do apetite (WOODS et al., 1998). Porém, a acéo da insulina no ARC promove
ativacdo de neurénios POMC/CART e inibicdo de neurdnios NPY/AgRP, com
resultado final de saciedade e aumento do gasto energético (WOODS;
SEELEY, 2001; PLUM; BELGARDT; BRUNING, 2006).

Conforme descrito, 0 ARC responde a uma variedade de sinais enviados
antes e ap0s a alimentacdo e a sua capacidade de regular a ingestao de
nutrientes depende de alvos existentes em outras areas hipotalamicas como o
nacleo paraventricular (PVN) e a area hipotalamica lateral (LHA) (BERTHOUD;
MORRISON, 2008). Nesses locais, o a-MSH se liga aos receptores de
melanocortina do tipo 3 e 4 (MC3R e MC4R, respectivamente), diminuindo o
fluxo simpatico e o gasto energético, bem como o estimulo para consumo
alimentar (HUSZAR et al., 1997; YASWEN et al., 1999; BUTLER et al., 2000;
CONE, 2005).

Nesse contexto, a regulacdo central da ingestdo alimentar depende da
interacdo entre os neurbnios orexigenos e anorexigenos presentes no ARC.
Neurdnios orexigenos expressam o AgRP, que é um antagonista enddgeno da
melanocortina (OLLMANN et al., 1997; BROBERGER et al., 1998; HAHN et al.,
1998). Somado a isso, no corpo celular dos neurénios POMC/CART séo
expressos receptores Y1 do NPY e a ligacdo desse peptidio ao seu receptor

promove uma hiperpolarizacdo de membrana nos neurbnios anorexigenos.
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Contudo, ainda ndo foi descrita uma inervacao inibitéria reciproca, o que
demonstra uma interagdo assimétrica entre os neurénios do ARC que colabora
para 0 aumento da ingestédo alimentar, e pode ser considerado um fator que
auxilia no desenvolvimento da obesidade, com consequente aumento de
adiposidade corporal (ROSEBERRY et al., 2004).

2.8 Tecido adiposo

2.8.1 Caracteristicas gerais do tecido adiposo

Durante o processo evolutivo, as espécies animais foram expostas a
situacbes que promoveram adaptacbes fisiolégicas, como uma limitada
disponibilidade de alimentos e baixas temperaturas, e o tecido adiposo
representa o principal componente corporal que responde a essas alteragdes
no suprimento nutricional e na temperatura ambiente (BARTELT; HEEREN,
2014). Em mamiferos, ele ndo € homogéneo e se divide, classicamente, em
TAB e TAM (SETHI; VIDAL-PUIG, 2007).

Os adipécitos do TAB séo esféricos e variam em tamanho a depender
da goticula Unica de lipidio estocada neles, sendo considerados uniloculares.
Essa goticula de lipidio ocupa cerca de 90% do volume celular total, além
disso, as mitocdndrias presentes nesses adipécitos sdo finas, alongadas e
variam em quantidade (SAELY; GEIGER; DREXEL, 2010).

Além dos adipécitos, o TAB é composto por pré-adipécitos, células do
sistema imune, tecidos conjuntivo, nervoso e vascular. Em humanos, esse
tecido apresenta extensiva distribuicdo, envolve e/ou infiltra as regides visceral
e subcutanea, dessa forma, oferece protegdo mecanica, reduzindo o impacto
de pancadas (Figura 10) (BERNLOHR; JENKINS; BENNAARS, 2002;
FONSECA-ALANIZ et al., 2007). Ademais, funciona como isolante térmico e
desempenha um papel importante na manutencdo da temperatura corporal
(SAELY; GEIGER; DREXEL, 2010).
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Figura 10 — Localizacdo dos tecidos adiposos branco, marrom e bege em humanos e

roedores.
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As principais funcdes do TAB sdo o armazenamento de energia na
forma de trigliceridios e a sua liberacdo na forma de &cidos graxos livres (AGL)
quando ha demanda corporal, regulando os processos de lipogénese e lipdlise
(COELHO; OLIVEIRA; FERNANDES, 2013).

Por outro lado, menores que no TAB, os adip6citos do TAM séo
multiloculares e contém diversas goticulas de lipidios de tamanhos
diferenciados, um grande numero de mitocondrias e produzem a proteina
desacopladora 1 (UCP-1), também conhecida como termogenina, que se
localiza na membrana mitocondrial interna. Em decorréncia da grande
demanda de oxigénio, ha uma quantidade elevada de vasos sanguineos nesse
tecido. Dessa forma, a coloracdo marrom é atribuida a presenca de muitas
mitocdndrias e a vascularizacdo do TAM (CINTI, 2009).

Por um longo periodo, acreditava-se que quantidades substanciais de
TAM sO eram encontradas em recém-nascidos e roedores, principalmente na
regido interescapular. Na literatura, é descrito que os humanos nascem com
TAM no pescocgo e no térax, mas, subsequentemente ele € substituido por TAB
durante o crescimento. Entretanto, foi constatada a presenca de TAM em um
humano adulto apdés uma autdpsia realizada em 1972 (HEATON, 1972).
Apesar dessa informacdo, apenas em 2009 foi identificado TAM

metabolicamente ativo nas regides cervical e supraclavicular de humanos
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adultos (Figura 10) (CYPESS et al., 2009; LICHTENBELT et al.,, 2009;
VIRTANEN et al., 2009).

A funcao primordial do TAM é dissipar energia através da producdo de
calor, num processo chamado de termogénese sem tremor, principalmente,
através da ativacdo de uma Ca?*-ATPase presente na membrana mitocondrial
interna (MEIS et al., 2006; MATTSON, 2010). Esse tecido também armazena
energia na forma de trigliceridios, mas regularmente produz calor pela
B-oxidacdo de AGL (BERNLOHR; JENKINS; BENNAARS, 2002;
FONSECA ALANIZ et al., 2007; SAELY; GEIGER; DREXEL, 2010).

Recentemente, um tipo distinto de adipécito com potencial termogénico
foi descrito, o adipécito bege, também conhecido como brite (brown-in-white)
(KLINGENSPOR; HERZIG; PFEIFER, 2012; WU et al., 2012). Os adipdcitos
beges sdo multiloculares, expressam UCP-1 e ja foram identificados em
roedores e humanos (Figura 10) (BARTELT; HEEREN, 2014). O acumulo
desses adipdcitos resulta no escurecimento do TAB e decorre do processo de
transdiferenciacdo de adipécitos brancos, da diferenciacdo de células
precursoras em decorréncia da demanda corporal, da exposi¢ao ao frio e/ou da
ativagdo de receptores adrenérgicos B3, mas, com o consumo de dietas com
alto teor de lipidios e/ou a transneutralizacdo ha o clareamento dos adipécitos
(Figura 11) (ROSENWALD et al., 2013; WHITTLE; RELAT-PARDO;
VIDAL-PUIG, 2013).

Os adipécitos sdo considerados células de renovagdo lenta, e as
alteracOes observadas na composicéo do tecido adiposo dependem do balanco
entre 0s processos de adipogénese e apoptose (KISSEBAH; KRAKOWER,
1994; WAJCHENBERG, 2000). Em adultos, o niamero total de adipécitos é
estatico, pré-definido durante a infancia e a adolescéncia e essas células
possuem tempo medio de vida de 10 anos em adultos (SPALDING et al.,
2008).

A expansdo do TAB ocorre através do aumento no tamanho dos
adipdcitos existentes pelo acumulo de lipidios, conhecido como hipertrofia, ou
pelo aumento no numero de adipocitos através do recrutamento de
pré-adipdcitos, processo chamado de hiperplasia (GRAY; VIDAL-PUIG, 2007).
Na proliferacdo e diferenciacdo de pré-adipécitos, a ativagdo da proteina a
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estimuladora de ligaggo a CCAAT (C/EBPa) e do receptor ativador da
proliferagdo de peroxissomos y (PPARy) coordena a expressdo de genes
adipogénicos (TONTONOZ; HU; SPIEGELMAN, 1994; GREGOIRE; SMAS;
SUL, 1998; FARMER, 2008).

Figura 11 — Processo de formacéo do tecido adiposo bege.
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Fonte: Adaptado de BARTELT; HEEREN, 2014.

Diante dessas informacgdes, a obesidade desenvolvida durante a infancia
e a adolescéncia possui um carater hiperplasico, enquanto a obesidade adulta
se caracteriza pela hipertrofia dos adip6citos brancos pré-existentes
(KISSEBAH; KRAKOWER, 1994; WAJCHENBERG, 2000; KARELIS et al.,
2004). De maneira interessante, foi demonstrado que a obesidade humana
geralmente promove hipertrofia de adipOcitos em reservas subcutaneas
superiores, porém, hiperplasia em reservas inferiores (TCHOUKALOVA et al.,
2010).

Dessa forma, na caracterizacdo da obesidade é indicado observar a
distribuicdo dos depdsitos de tecido adiposo corporal, uma vez que, 0 seu
acumulo na porcao superior do organismo (central ou abdominal), conhecido
como obesidade androide, representa maior risco para o aparecimento de
doencas metabdlicas que o seu acumulo na porcéo inferior do organismo

(glateos e coxas), conhecido como obesidade ginecoide ou ginoide (LAPIDUS
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et al., 1984; LARSSON et al., 1984; OHLSON et al., 1985; DUCIMETIERE;
RICHARD; CAMBIEN, 1986; DONAHUE et al., 1987). A obesidade androide
(em forma de maca) predomina em individuos do sexo masculino, enquanto a
obesidade ginecoide (em forma de péra) € mais comum em mulheres
(Figura 12) (VAGUE, 1947; MARLISS, 2017).

Figura 12 — Padrdao de distribuicdo do tecido adiposo corporal nas obesidades
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Fonte: Adaptado de MARLISS, 2017.
2.8.2 O papel secretor do tecido adiposo

O interesse em estudar o TAB aumentou apO0s a descoberta do seu
papel secretor e, atualmente, ele € considerado um dos principais complexos
enddcrinos do organismo humano (SCHERER, 2006; ROSEN; SPIEGELMAN,
2014). Esse tecido secreta AGL durante o jejum, bem como a lipoproteina
lipase (LPL) que cliva o trigliceridio circulante em AGL, posteriormente
armazenado nos adipdcitos (TRAYHURN; BEATTIE, 2001).

Outrossim, o TAB também secreta diversas moléculas que
coletivamente sdo conhecidas como adipocinas. Dentre essas moléculas,
destacam-se o fator de necrose tumoral a (TNF-a) e as interleucinas 1 e 6 (IL-1
e IL-6, respectivamente), que sao citocinas pro-inflamatorias; a proteina
quimiotatica de mondcitos 1 (MCP-1/CCL2), uma quimiocina; o
angiotensinogénio, regulador da pressao arterial; o inibidor do ativador do
plasminogénio 1 (PAI-1), regulador da hemostasia; o fator de crescimento do
endotélio vascular (VEGF), que favorece a angiogénese e a leptina e a

adiponectina, que regulam o balango energético corporal (FRUHBECK et al.,
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2001; FONSECA-ALANIZ et al., 2006). A taxa de secrecao dessas adipocinas
esta relacionada com a quantidade de lipidios estocados nos adipécitos e
regula a atividade celular com a finalidade de manter o microambiente
favoravel para as alterac6es morfolégicas do tecido adiposo (WAJCHENBERG,
2000; SMITH et al., 2001).

A adiponectina, apenas sintetizada pelos adipocitos, € a principal
adipocina secretada pelo TAB. Esta circula na forma de trimero, hexadmero ou
em uma estrutura de alto peso molecular e possui dois receptores, dos tipos 1
(AdipoR1) e 2 (AdipoR2). Na literatura, foi demonstrado que o musculo
esquelético expressa elevados niveis dos dois tipos de receptores de
adiponectina, e o figado expressa o AdipoR2 (YAMAUCHI et al.,, 2003;
PAJVANI et al., 2004; HOLLAND et al., 2011; YE; SCHERER, 2013). Essa
adipocina aumenta a sensibilidade a insulina e também possui propriedades
anti-apoptoticas e anti-inflamatérias (YE; SCHERER, 2013).

O desenvolvimento da obesidade favorece a secre¢dao da MCP-1 por
macrofagos residentes no TAB, 0 que resulta no recrutamento de mondcitos
circulantes e infiltracdo desse tecido, devido a producédo de proteinases que
degradam a matriz extracelular. As células imunes residentes nesse tecido e 0s
mondcitos recém-recrutados se tornam polarizados para o0s macrofagos
pré-inflamatérios do tipo M1 (WEISBERG et al., 2003; LUMENG; BODZIN;
SALTIEL, 2007; PATSOURIS et al., 2008), que secretam citocinas como 0
TNF-a e a IL-6, e mais quimiocinas, gerando um ciclo vicioso que contribui para
a formacdo de um quadro de inflamacédo sistémica (LUMENG; BODZIN;
SALTIEL, 2007; STRISSEL et al., 2007).

Nesse contexto, outro fator importante que contribui para a ativagéo da
resposta inflamatéria na obesidade € a morte de adipdécitos, que decorre da
compressdo dos vasos sanguineos que irrigam o TAB, diminuindo o aporte
adequado de oxigénio para esse tecido. Em resposta a hipoxia e morte celular,
hé& o estimulo para a angiogénese e quimiotaxia de macréfagos (LOLMEDE et
al., 2003; NEELS; OLEFSKY, 2006). Assim, existe uma correlacdo entre o
desenvolvimento da obesidade e de uma inflamacdo cronica de baixo grau
(LUMENG; BODZIN; SALTIEL, 2007).
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2.8.3 Tecido adiposo visceral vs. subcutaneo

As principais diferencas entre os tecidos adiposos visceral e subcutaneo
se associam a sintese e a secrecdo de adipocinas. Nos depdsitos viscerais, ha
elevada secrecdo de TNF-q, IL-6 e PAI-1, além disso, as adipocinas secretadas
por esse tecido adiposo exercem efeitos sobre o metabolismo hepético,
induzem resisténcia a insulina e inflamacdo sistémica crénica (BAUMANN;
GAULDIE, 1990; FERNANDEZ-REAL et al., 2001; FRAYN, 2002; RAVUSSIN;
SMITH, 2002). Por sua vez, nos depdsitos subcutaneos ha uma maior
concentragéo de leptina e de adiponectina que exercem maior efeito sobre o
desenvolvimento e a funcdo dos adipdcitos locais (SOPASAKIS et al., 2004).

Ademais, estudos demonstraram que adipdcitos grandes, mais
encontrados no tecido adiposo visceral, se tornam resistentes a acdo da
insulina, secretam uma maior quantidade de citocinas pro-inflamatoérias e séo
mais lipoliticos que os adipdcitos pequenos (LE LAY et al., 2001; SOPASAKIS
et al., 2004). Dessa forma, a composicao do tecido adiposo, a propor¢ao entre
a populacdo de adipdcitos grandes e pequenos e a localizacdo dessas
reservas adiposas determinam a atividade metabdlica especifica desse tecido e
a gravidade das alteracdes fisiol6gicas causadas pela obesidade (KUSMINSKI;
BICKEL; SCHERER, 2016).

2.9 Comorbidades associadas ao desenvolvimento da obesidade

O impacto da obesidade sobre diferentes doencas crbnicas elevou o
interesse da populagcdo sobre o0 excesso da adiposidade corporal.
As implicagbes dessa doenca incluem um amplo espectro de comorbidades
que variam de refluxo gastroesofagico, eséfago de Barrett, doenca hepéatica
gordurosa nao alcodlica, dislipidemias, diabetes mellitus tipo 2, hipertenséo
arterial, sindrome metabdlica, diversos tipos de cancer, doenga de Alzheimer,
asma, entre outros (CALLE; THUN, 2004; BRENNAN; KUMANYIKA;
ZAMBRANA, 2014; NAM, 2017). Em funcao disso, observa-se uma reducéo na
longevidade e qualidade de vida de grande parte dos individuos obesos
(MELDRUM; MORRIS; GAMBONE, 2017).
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Nesse contexto, a infertilidade é um importante fator decorrente da
obesidade (CRAIG et al., 2017; SALAS-HUETOS; BULLO; SALAS-SALVADO,
2017). Fisiologicamente, o eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal (HHG)
promove a regulacdo da funcdo reprodutiva através da conexao entre o
hipotalamo, responsavel pela producdo do horménio liberador de
gonadotrofinas (GnRH) que, por sua vez, controla a sintese e liberacdo dos
horménios foliculo estimulante (FSH) e luteinizante (LH) pela adeno-hipofise.
Dessa forma, o GnRH estabelece a frequéncia pulséatil de liberacdo das
gonadotrofinas, que atuam em gbénadas femininas e masculinas e estimulam a
producdo de hormonios sexuais (LEGAN; KARSCH, 1975; FREEMAN;
KNOBIL; NEILL, 1994).

Com base nessas informacfes, as alteracbes da obesidade sobre a
fertilidade masculina ganharam destaque e contribuem em 45 a 50% das falhas
para conseguir uma gravidez bem-sucedida (LAMB; LIPSHULTZ, 2000;
ROWE, 2000). Apesar da causa dessa infertilidade nao ser totalmente
esclarecida, geralmente had uma combinacdo de desordens enddcrinas,
defeitos no processo de espermatogénese e na funcao erétil (FULLSTON et al.,
2013; SOUBRY et al., 2013; MCPHERSON et al., 2014).

Diversos homens obesos apresentam hipogonadismo, que ¢é
correlacionado a reducdo na secrecao ciclica de LH e na resposta dos
testiculos a esse horménio (VERMEULEN et al., 1993). Nesses individuos,
também ha um aumento na expressao da enzima aromatase, que converte a
testosterona a estrogénio, contribuindo assim para a reducdo dos niveis de
testosterona e diminui¢do da libido (MENUCCI; BURMAN, 2013; MICHALAKIS
et al., 2013). Em decorréncia do aumento do tecido adiposo escrotal, h4 uma
elevacdo na temperatura testicular, o que dificulta o processo de
espermatogénese (SHAFIK; OLFAT, 1981; JUNG; SCHILL, 2000). Ademais,
sdo observadas redugbes na contagem, mobilidade e viabilidade dos
espermatozoides (JENKINS et al., 2016). Adicionalmente, outra alteragédo que
contribui para a reducdo da fertilidade nesses homens decorre da disfuncéo
endotelial, que dificulta a erecdo peniana (FELDMAN et al., 2000; BURNETT et
al., 2009).
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Recentemente, evidéncias epigenéticas sugerem que a memoria
metabdlica da obesidade de um homem, no momento da concepc¢éo, pode ser
transmitida diretamente para seus filhos através do seu esperma. Como
exemplo, foram observadas alteracbes na metilacdo do acido
desoxirribonucleico (DNA) do gene do fator de crescimento semelhante a
insulina do tipo 2, em recém-nascidos gerados por pais obesos, o que dificulta
0 crescimento fetal e favorece o nascimento de criangas pequenas para a
idade gestacional (SOUBRY et al., 2013). Do ponto de vista da fertilidade
masculina, a obesidade afeta as caracteristicas do esperma, a embriogénese,
a funcao erétil e até mesmo a salude dos descendentes de homens obesos,
demonstrando a importancia de aprofundar os estudos sobre as alteragbes

desencadeadas pelo excesso de massa corporal.

2.10 O estresse oxidativo na obesidade

A obesidade € caracterizada como uma condi¢cdo crbnica de estresse
oxidativo. Nesse caso, 0s niveis elevados de glicose e de lipidios circulantes
resultam no fornecimento excessivo de substratos energéticos para rotas
metabdlicas, o que, por sua vez, pode aumentar a producdo de ROS. As ROS
sdo sinalizadores em condi¢cdes fisioldgicas e, controlam processos de
cicatrizacdo, apoptose, manutencdo do tébnus muscular liso, entre outros
(MCMURRAY; PATTEN; HARPER, 2016).

Adicionalmente, as ROS incluem diversos radicais livres, como o anion
superoxido (O2’) e os radicais hidroxila (OH"), bem como derivados de oxigénio
nao radicalares, como o peréxido de hidrogénio (H202), o acido hipocloroso
(HCIO), o peroxinitrito (ONOO) e o ozbnio (Os) (HALLIWELL, 2006;
HALLIWELL, 2007).

Um desequilibrio resultante da producdo excessiva de ROS pode
danificar proteinas, lipidios, DNA e outros componentes celulares (FINKEL;
HOLBROOK, 2000; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). Na maioria dos tipos
de células, a geracdo de ROS ocorre majoritariamente na cadeia
transportadora de elétrons, encontrada nas cristas da membrana mitocondrial

interna. Além disso, outros locais importantes para producdo dos radicais livres
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englobam microssomos e diversas enzimas, destacando-se a xantina oxidase,
a mono-oxigenase P450, a ciclo-oxigenase, a lipoxigenase, a indolamina
dioxigenase e a monoamina oxidase (MATSUZAWA-NAGATA et al., 2008;
MATSUDA; SHIMOMURA, 2013).

Ainda nesse contexto, o complexo enzimatico da nicotinamida adenina
dinucleotidio fosfato reduzida (NADPH) oxidase inicia a cascata de reacfes
oxidativas ao produzir o Oz (LIU et al., 2012; SILVA et al., 2013). Em seguida, o
Oz é dismutado a H202, através de reagOes espontaneas ou catalizadas
enzimaticamente. Ambos Oz e H202 podem reagir, na presenca de ferro ou
outros metais, para formar o mais potente radical OH- (BRUNORI; ROTILIO,
1984). Adicionalmente, o O2" pode reagir com o NO para formar o ONOO-, fato
que reduz a biodisponibilidade do NO e resulta em disfuncdo endotelial
(CHRISTODOULOU et al., 1996; NANGLE; COTTER; CAMERON, 2004).

Na obesidade, ha a formacdo adicional de Oz em funcdo do
desacoplamento da sintase do Oxido nitrico endotelial (eNOS), que ocorre
quando h& reducdo no substrato e/ou no cofator dessa enzima
(FORSTERMANN; SESSA, 2011; JOHNSON et al., 2011). O ONOO" pode
oxidar o cofator tetrahidrobiopterina impedindo o funcionamento correto da
eNOS, bem como pode haver redugcéo da L-arginina, subtrato da enzima, em
funcdo do aumento da expressdo e/ou da atividade da enzima arginase
(TOQUE et al., 2011; FRAGA-SILVA et al., 2014).

Com a finalidade de conter a formacédo dessas ROS, o organismo
apresenta sistemas antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos, e ambos
desempenham papel fundamental na prevencdo da oxidagcdo resultante da
acdo das ROS (BROINIZI et al., 2008). O sistema antioxidante enzimético
engloba a superoxido dismutase (SOD), as glutationas peroxidase (GSH-PX) e
redutase (GSH-Rd) e a catalase, que sado enzimas responsaveis pela remocéo
do Oz, dos hidroperoxidos organicos e do H202, respectivamente (YU, 1994;
PIETTA, 2000).

O sistema ndo enzimatico envolve um grupo de antioxidantes que
podem ser complexados em compostos produzidos in vivo, como € o caso da
glutationa, da ubiquinona e do acido Urico, e em compostos obtidos

diretamente da dieta tais como o a-tocoferol (vitamina E), o B-caroteno, o acido
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ascorbico (vitamina C) e compostos fendlicos como os flavonoides
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; SAMPAIO; MORAES, 2010). Diante
dessas informacdes, alteracdes no balanco entre o estresse oxidativo e as
defesas antioxidantes corporais, com uma predominancia de ROS, eleva a

probabilidade de alteracdes fisiologicas.

2.11 Modelos experimentais para o estudo da obesidade

Atualmente, existem diversos modelos que desenvolvem a obesidade
em animais a partir de mutacfes genéticas, porém, a maioria de casos de
obesidade humana séo, no entanto, considerados poligénicos, resultado da
integracdo de vérios genes. Dessa forma, ao analisar a génese da obesidade
em humanos, a inducdo dessa doenca em animais através do consumo de
alimentos altamente palataveis e com alto valor energético é indicada como o
mais apropriado (LUTZ; WOODS, 2012).

Na literatura, os modelos de inducdo da obesidade em animais séo
divididos em categorias, sendo baseadas em mutacdes ou manipulacdes de
genes individuais ou em animais geneticamente intactos que sdo expostos a
ambientes ou situacdes obesogénicas, como lesdes neurais ou ingestdo de
dietas hipercaldricas (VON DIEMEN; TRINDADE; TRINDADE, 2006; NILSSON
et al., 2012).

A maioria dos animais utilizados no estudo da obesidade sdo pequenos
roedores (ratos ou camundongos), porém a maioria dos mamiferos é propicia a
desenvolver essa doenca quando mantidos em pequenos recintos e expostos a
quantidades exacerbadas de alimentos caloricos, como em zoologicos. Diante
disso, a escolha do modelo animal ideal para a investigacdo depende dos
objetivos de cada estudo. Nesse caso, estudos com alteracbes dietéticas
simulam melhor a obesidade e suas comorbidades evidenciadas em humanos,
enguanto isso, os modelos transgénicos ou com mutagcdes espontaneas podem
ser utilizados para explorar molecularmente as vias fisioloégicas responsaveis
pelo controle da ingestdo alimentar e seu papel na obesidade, assim como, na
avaliacdo de alvos e/ou vias especificas para novos tratamentos (SPEAKMAN
et al., 2007; LUTZ; WOODS, 2012).
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2.11.1 Modelos experimentais dietéticos para o estudo da obesidade

As mudangas na alimentagdo humana e a elevagédo na prevaléncia da
obesidade global aumentaram o interesse em desenvolver modelos para
inducdo de obesidade em animais com alteracdo no consumo alimentar, uma
vez que, em comparagao com os modelos monogénicos de indugéo da doencga,
o aumento gradual da massa corporal dos animais se assemelha ao que ocorre
com a maior parte da populacdo humana como consequéncia de um balanco
energético positivo ao longo dos anos (BARRETT; MERCER; MORGAN, 2016).

Apesar dos avancos com a utilizacdo de dietas para inducdo da
obesidade os animais de laboratério, ndo existe uma dieta Unica e padronizada
para todos os estudos. Atualmente, observa-se a mudanca na oferta de uma
dieta de densidade energética relativamente baixa, que possui pouca
quantidade de lipidios e carboidratos, para uma que possui alta densidade
energética e € rica nesses macronutrientes, visando o desenvolvimento da
obesidade animal (BUETTNER; SCHOLMERICH; BOLLHEIMER, 2007). Os
principais animais utilizados nesses processos sao os camundongos C57BL6/J
e os ratos das linhagens Wistar, Sprague-Dawley, Long Evans e Osborne
Mendel (SCHEMMEL; MICKELSEN; MOTAWI, 1972; SURWIT et al., 1995;
MARQUES et al., 2016).

Algumas recomendacdes facilitam a instalacdo do quadro de obesidade
nos animais, como a elevacédo da temperatura do ambiente e alteragbes no
ciclo claro-escuro. Nesse contexto, 0 aumento da temperatura local diminui o
gasto energético dos animais e, como os roedores possuem habitos noturnos,
o aumento do periodo escuro favorece a ingestdo alimentar dos animais por
um tempo prolongado (TSCHOP; HEIMAN, 2001).

As desvantagens da utilizacdo desse modelo para a inducdo da
obesidade se referem a inconsisténcia e a irreprodutibilidade das metodologias.
As dietas variam na composicao de macro- e micronutrientes, na densidade
energeética, consisténcia, sabor e palatibilidade, o que resulta em diferencas na
ingestdo alimentar, na composi¢cdo corporal e na evolucdo ponderal dos
animais (BUETTNER; SCHOLMERICH; BOLLHEIMER, 2007; MERCER;
ARCHER, 2008). Apesar dessas limitacOes, diferentes estudos utilizando o
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consumo de alimentos caléricos com a finalidade de inducéo da obesidade tém
auxiliado nos avancos cientificos na area (SPEAKMAN et al., 2007; BARRETT;
MERCER; MORGAN, 2016).

Historicamente, a primeira inducdo de obesidade em ratos com alteracéo
alimentar foi realizada em 1949, com a utilizacdo de uma dieta palatavel
semi-liquida (INGLE, 1949). Em 1953, foi introduzido o termo obesidade
nutricional no estudo que demonstrou que o0 consumo de uma dieta
hiperlipidica (50% de lipidios/valor energético total (VET)) por camundongos
recém-desmamados desenvolveu a doenca nos animais (FENTON; DOWLING,
1953).

Em decorréncia do aumento das pesquisas envolvendo nutricdo
experimental, em 1973, o American Institute of Nutrition (AIN) constituiu uma
comissao para elaboracdo de uma dieta padrdo para ser utilizada em estudos
nutricionais com animais de laboratorio. Como fruto desse trabalho, foi
publicada a dieta AIN-76A, que foi reformulada no ano de 1988, na reunido da
Federacdo das Sociedades Americanas para Biologia Experimental (FASEB).
Na AIN-93, foram designadas novas dietas levando em consideracdo quatro
etapas diferentes da vida dos roedores, como as fases de crescimento,
gestacao, lactacdo (AIN-93G) e manutencao (AIN-93M) (BIERI et al., 1979;
REEVES; NIELSEN; FAHEY JR, 1993).

Diante dessas informacdes, dietas que alteram a composi¢ao nutricional
descrita na AIN-93 podem levar ao desenvolvimento da obesidade. Dessa
forma, destaca-se a utilizacdo das dietas denominadas de “cafeteria” e
“ocidentalizada” para a inducdo dessa doenca em animais. A principal
diferenca entre esses tipos de dietas experimentais é a forma de exposi¢cdo do
alimento aos animais, sendo adicionados alimentos na sua forma in natura na
dieta de “cafeteria”, como biscoitos, linguica, chocolate, entre outros;
entretanto, na dieta “ocidentalizada”, os alimentos ou seus componentes sao
utilizados para o preparo da dieta na forma de pellets (NILSSON et al., 2012;
BARRETT; MERCER; MORGAN, 2016).

A dieta de cafeteria oferta alimentos altamente palatavel aos animais,
entretanto, a dificuldade em padronizar a composi¢ao nutricional, a variagdo na

escolha dos alimentos consumidos pelos animais e a dificuldade em calcular a
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ingestdo energética total tém diminuido o uso dessa metodologia nos estudos
cientificos (SCLAFANI; SPRINGER, 1976; MOORE, 1987; ROTHWELL;
STOCK, 1988; BARRETT; MERCER; MORGAN, 2016).

As dietas modernas contém altos teores de lipidios e carboidratos, como
frutose e sacarose, além de elevados niveis de NaCl e baixo teor de fibras.
Dessa forma, sdo referidas como dietas ocidentalizadas, hiperlipidicas ou
hipercaldricas, a depender da composi¢cdo nutricional. A diferenca no
percentual desses macronutrientes, bem como a variacdo na fonte dos lipidios
e dos carboidratos gera uma elevada diferenca final no fenétipo da obesidade
(NILSSON et al., 2012).

De acordo com célculos da nutricdo experimental baseados na AIN-93,
uma dieta é considerada hiperlipidica quando o percentual de calorias obtidas
dos lipidios que a compdem for igual ou superior a 36% do VET da dieta. Além
disso, uma dieta que apresenta VET superior a 410,0 kcal/100 g é considerada
hipercaldrica, e quanto maior esse valor, hd maior eficiéncia no aumento da
adiposidade corporal nos animais, e como consequéncia, maior a probabilidade
de alteracdes fisioldgicas (REEVES; NIELSEN; FAHEY JR, 1993; HENRIQUES
et al., 2014).

Nesse sentido, o desenvolvimento de novas alterantivas terapéuticas
para o tratamento das comorbidades associadas ao consumo das diferentes
dietas experimentais, dentre elas, destacando-se atualmente, a disfuncao erétil,
foi favorecido pela etnofarmacologia, uma vez que, as substancias de origem
natural com atividade eretogénica ainda despertam a curiosidade e o interesse
de pacientes e pesquisadores (DREWES; GEORGE; KHAN, 2003). Além disso,
varios individuos admitem preferéncia por produtos de origem natural no
tratamento da DE, estimulando a busca por novas alternativas terapéuticas
(SPERLING et al., 2002).

2.12 Produtos naturais marinhos
Como a natureza tem servido como fonte de medicamentos por milénios,

muitas drogas foram desenvolvidas a partir de produtos naturais (CRAGG;
NEWMAN, 2013). Atualmente, destacam-se o0s estudos com produtos
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marinhos, que até os anos 50 escaparam do interesse dos cientistas de
produtos naturais, principalmente devido ao dificil acesso as suas
profundidades. De fato, ndo ha histoérico significativo da utilizagdo dos produtos
naturais de origem marinha em detrimento aos que se originam das plantas,
mas existem relatos do uso desses produtos pelos antigos fenicios, que
produziam corantes roxos a partir de moluscos marinhos, além de utilizarem as
algas para fertilizar o solo (PAN et al., 2014). Entretanto, com o0 avanco das
técnicas e o0 advento dos equipamentos seguros de mergulho, na década de
70, algas e invertebrados marinhos puderam comecar a serem estudados nas
bancadas dos laboratérios de quimica e farmacologia (FENICAL; JENSEN,
2006).

Os oceanos representam uma importante fonte de organismos, e por
cobrir mais de 70% da superficie terrestre, apresentam um recurso enorme
para a descoberta de novos agentes terapéuticos. Nesse contexto, entre 1977
e 1997, foram relatados em torno de 2.500 metabdlitos isolados a partir de
organismos marinhos (BLUNT et al., 2014). Além disso, Faulkner (2000) relatou
que até 1998 havia mais de 840 novas estruturas descritas provenientes do
ecossistema marinho.

O Censo da Vida Marinha (2000-2010) avaliou a diversidade, a
abundancia e a distribuicdo da vida no oceano, e concluiu que potencialmente
mais de 90% das espécies marinhas permanecem nao descritas pela ciéncia
(SNELGROVE, 2016). Apesar disso, em 2012 foram listados 1.003 novos
compostos isolados de organismos marinhos (BLUNT et al., 2014).

O interesse por estudar os oceanos reside no fato de que o ecossistema
marinho possui caracteristicas fisico-quimicas particulares, pois fatores como
luminosidade, profundidade, temperatura, pressado, pH, entre outros,
conferem-lhe condicbes ambientais inigualaveis. Em consequéncia, muitos
organismos marinhos vivem em habitats complexos, expostos a condigdes
extremas e a diversidade ambiental faz com que eles produzam grande
variedade de metabdlitos biologicamente ativos que, possivelmente, néo
podem ser encontrados em outros organismos. Esta situacéo reforca a busca
de novos compostos no ambiente marinho, que apresenta possibilidades quase
ilimitadas (SENTHILKUMAR; 2013; SENTHILKUMAR; KIM, 2013).
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Nesse sentido, diversas atividades farmacol6gicas foram descritas para
produtos de origem marinha, tais como, acdo anti-inflamatoria inibidora da
cicloxigenase do tipo 2 (COX2), induzida por cembranoides isolados de corais
da espécie Lobophytum crassum (CHAO et al., 2008); acdo hipoglicémica por
inibicdo da tirosina fosfatase 1B, promovida pelos éteres pentabromodifenilicos
isolados da esponja Lamellodysidea herbace (YAMAZAKI et al., 2013); acdo
antitrombotica por inibicdo do receptor da trombina, desencadeado por
dissacaridios encontrados na esponja Erylus formosus (STEAD et al., 2000);
acao antioxidante em funcéo do sequestro de radicais livres pela astaxantina,
carotenoide extraido da microalga Haematococcus pluvialis (RICCIONI et al.,
2011); acado anti-hipertenvisa em decorréncia da inibicdo da sintese de TXAz,
promovida pela fucoxantina, carotenoide extraido da microalga Undaria
pinnatifida (RICCIONI et al., 2011); atividade vasorrelaxante por modulagdo da
via do NO pela alga Spirulina maxima (JUAREZ-OROPEZA et al., 2009), entre
outras.

Adicionalmente, varias substancias que estdo atualmente em ensaios
clinicos apontam a aplicacdo potencial de produtos naturais marinhos para
inibicdo da dor (MOLINSKI et al., 2009), cancer (SCHUMACHER et al., 2011),
tratamento de herpes simples (VO et al., 2011) e asma (FENICAL, 2006).

Apesar do historico dos nucleosidios, identificados a partir de esponjas
marinhas e que surgiram como uma grande promessa na década de 1950 e
inspiraram medicamentos sintéticos aprovados pela Administracdo de
Alimentos e Medicamentos (FDA) dos Estados Unidos, como a citarabina
(MARTINS et al., 2014), apenas sete medicamentos derivados de organismos
marinhos foram aprovados para uso populacional (MAYER et al., 2010).
Destacando-se o Prialt®, primeiro medicamento de origem marinha, aprovado
para venda em 2004, e que é utilizado para o tratamento da dor cronica e
produzido a partir de uma neurotoxina obtida de caracol marinho (MOLINSKI et
al., 2009; MAYER et al., 2010).

Aléem dos medicamentos, os produtos nutracéuticos, os alimentos, os
biocombustiveis, os biocatalisadores (enzimas) e 0os cosméticos podem ser
originados a partir de organismos marinhos. Dentre essas categorias, 0S

medicamentos aprovados, apesar de mais citados na literatura, representam a
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menor linha de producdo de bioprospeccdo marinha até o momento
(FLETCHER et al, 1988; MOCZ, 2007; TRINCONE, 2013; WEI,
QUARTERMAN; JIN, 2013). Em contraste, 0os organismos marinhos ja
produziram uma gama de produtos nutracéuticos e alimentos funcionais

benéficos para a saude da populacéo (KIM, 2013).

2.13 Spirulina platensis

A Spirulina platensis, também conhecida como Arthrospira platensis, é
uma alga verde-azulada de forma helicoidal com comprimento de 0,2 a 0,5 mm
encontrada nos oceanos, nos rios e nos lagos de agua doce. Em sua
composicdo, a S. platensis apresenta alto teor de proteinas (65 a 70% do seu
peso seco) e todos os aminodcidos essenciais, € uma fonte rica em vitamina
B12, minerais, acidos graxos essenciais, 15% de carboidratos complexos
(MAZO; GMOSHINSKII; ZILOVA, 2004; ASMATHUNISHA; KATHIREZAN,
2012), além dos pigmentos fotossintéticos que apresentam uma variedade de
atividades farmacolégicas (MARLES et al., 2011; ASMATHUNISHA;
KATHIREZAN, 2012; KU et al., 2013).

Essa alga € cultivada ao redor do mundo devido a sua facil adaptacao
aos ambientes, crescendo mesmo em condicfes de salinidade extremas
(CIFERRI et al., 1983; CHAMORRO et al., 1996). Atualmente, € usada como
suplemento alimentar para consumo humano e para aquicultura (TANG;
SUTER, 2011; BISHOP; ZUBECK, 2012; HOLMAN; MALAU-ADULI, 2013).
Apesar disso, desde 1974, essa alga ja era conhecida como um alimento
promissor, uma vez que a S. platensis foi declarada pela Conferéncia das
Nacoes Unidas sobre alimentacdo como “o melhor alimento para o futuro”
(ONU, 2017). Adicionalmente, segundo a Administracdo Nacional da
Aeronautica e Espaco (NASA), agéncia espacial americana, o valor nutricional
de um kg da alga equivale a 1.000 kg de frutas e vegetais. Com isso, a
S. platensis tem sido utilizada como fonte alimentar em missdes espaciais de
longo prazo (CORNET; DUBERTRET, 1990).

No Brasil, a regulamentacdo para registro de novos alimentos foi

aprovada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), no ano de
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1999, através de Resolucbes de Diretoria Colegiada (RDC) que ditam as
diretrizes basicas para o registro de alimentos e/ou novos ingredientes
(RDC n°16/99) (BRASIL, 1999a), bem como para avaliacdo do risco e
seguranca dos alimentos (RDC n°17/99) (BRASIL, 1999b). Em 2013, A alga foi
classificada pela ANVISA como novo alimento e, em julho de 2017, elencada
na lista de constituintes autorizados para a utilizacgdo como suplemento
alimentar, apresentando seguranca para uso comprovadas e citadas pela OMS
(BRASIL, 2013; BRASIL, 2017a; OMS, 2017b).

Diferentes estudos demonstraram que a utilizacdo da S. platensis né&o foi
associada a toxicidade cronica ou subcronica, mutagenicidade,
teratogenicidade em ratos ou a efeitos adversos na reproducdo ou lactacao de
ratas. Nenhuma diferenca no peso dos 6rgédos ou anomalias histolégicas foram
atribuidas ao consumo alimentar da alga por ratos e camundongos. Além disso,
em testes realizados para a detec¢do de alergias dermatolégicas ndo foram
observados sinais de edemas ou eritmeas 24 horas apés a aplicacdo da alga,
nem duas semanas ap0s essa exposicdo (SALAZAR et al.,, 1998; MORAIS;
MIRANDA; COSTA, 2006; AMBROSI et al., 2008).

O potencial da S. platensis como suplemento alimentar foi comprovado
experimentalmente pela recuperagcdo nutricional de ratos desnutridos
alimentados com dietas compostas com essa alga (ALVES; MELLO;
VOLTARELLI, 2005), em virtude da variedade de nutrientes que a mesma
contém (PHANG et al., 2000).

Em sua composicéo, cerca de 65 a 70% do peso seco se refere a
proteinas, sendo esse teor, superior ao encontrado em carne de peixe
(15-20%), sementes de soja (35%), ovos (12%), cereais (8-14%) e leite integral
(3%). De maneira similar, apresenta percentual de aminoacidos superior
aquelas encontradas em verduras, cereais e sementes (HENRIKSON, 1994).

Quanto ao conteudo de acidos graxos, a S. platensis apresenta
Omega 3, dmega 6, acido linoleico, acido y-linoleico, acido eicosapentaenoico e
acido docosahexaenoico em sua composicdo (RADMANN; COSTA, 2009;
JESUS RAPOSO; MORAES; MORAES, 2013). Dentre esses componentes, 0
acido linoleico é relacionado aos possiveis efeitos terapéuticos da alga, uma
vez que é convertido em &cido linoleico conjugado (CLA), nos mamiferos, pelas
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dessaturases, que estdo presentes na glandula mamaria e no tecido adiposo
(MENESES; AUGUSTO, 2014). O CLA reduz a gordura corporal, aumenta a
massa magra, atua na diminuicdo do numero e tamanho dos adipdcitos,
aumenta as taxas de degradacdo de gordura nos adipécitos e inibe a
lipoproteina lipase, responsavel pela entrada de acidos graxos nos adipécitos
(HARO; ARTACHO; VIQUE, 2006).

A presenca de pigmentos, destacando-se a ficocianina que corresponde
a 20% do peso seco da alga, eleva a capacidade antioxidante da S. platensis,
uma vez que sequestra radicais livres e inibe a formacdo de radicais
superoxido (BHAT; MADYASTHA, 2000; MCCART, 2007; ERIKSEN, 2008; KU
et al., 2013; KUDDUS et al.,, 2013). Além disso, a presenca de clorofila e
carotenoides, como o 3-caroteno, regula a atividade de enzimas como a SOD e
a CAT e bloqueia o efeito deletério das ROS através da quelacdo dos ions
metalicos (CUVELIER, 2001).

Ademais, a S. platensis possui vitaminas, como as vitaminas do
complexo B e a vitamina E, que sdo potentes antioxidantes (CUVELIER, 2001),
e minerais, entre eles o calcio, o fésforo, o0 magnésio, o ferro, o zinco, o cobre,
0 cromo, 0 manganés, o soédio e o0 potassio, sendo que 0s principais sdo o
calcio (1,3 a 1,4 g/kg de S. platensis), o fésforo (6,7 a 9,0 g/kg de S. platensis)
e o potassio (6,4 a 15,4 g/kg de S. platensis) (HENRIKSON, 1994).

Além da importancia nutricional, diferentes atividades biolégicas e
farmacolégicas foram descritas em estudos nédo clinicos e clinicos para a
S. platensis destacando: inibicdo do apetite e redu¢cdo da massa corporal em
individuos obesos, sem detalhes sobre o mecanismo de acdo da alga
(BECKER et al.,1986; ZEINALIAN et al., 2017); diminuicdo da concentracéo
plasmatica de trigliceridios e lipoproteinas de baixa densidade em pacientes
com pacientes com sindrome nefrotica hiperlipidémica (SAMUELS; MANI;
NAYAK, 2002) ou com doenca hepatica gordurosa ndo alcoodlica
(MAZOKOPAKIS et al., 2014) e em ratos alimentados com dieta
hipercolesterolémica (NAGAOKA et al., 2005); preservacdo da microbiota
intestinal saudavel por favorecer o crescimento de Lactobacillus e
Bifidobacterium (KULSHRESHTHA et al., 2008); atividade antifUngica contra
Aspergillus orizae (BIERHALS et al.,, 2009); atividade antibacteriana contra
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Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa (PARISI
et al., 2009); atividade antioxidante, atribuida a inibicdo da peroxidacao lipidica
promovida pela ficocianina (BASHANDY et al., 2016); atividade
anti-inflamatoéria, por reduzir a expressdo e secrecdo de citocinas
pré-inflamatérias em macroéfagos estimulados por lipopolissacaridio através da
inibicdo da translocagédo nuclear do NF-kB (KU et al., 2013; PHAM; PARK;
LEE, 2016); melhora da qualidade do esperma de ratos Wistar expostos
cronicamente ao cloreto de mercurio, através do aumento na contagem e na
motilidade dos espermatozoides (EL-DESOKY et al., 2013); diminuicdo da
reatividade contratil & FEN e aumento na atividade relaxante a ACh em aorta
de ratos Wistar saudaveis, por modulacao positiva da via do NO (BRITO, 2014)
e reducdo das reservas adiposas e restauracdo da reatividade contratil
intestinal em ratos Wistar alimentados com dieta hipercaldrica (FERREIRA,
2017).

Com base nessas informacdes, evidencia-se um papel promissor para a
S. platensis na reducdo da massa corporal em individuos e ratos, na melhora
da reatividade muscular lisa vascular e intestinal, da disfuncédo endotelial e do
estresse oxidativo. Entretanto, ndo ha relatos da aplicabilidade da utilizacao da
alga na prevencdo da DE, do ponto de vista da reatividade muscular lisa
cavernosa, sendo necessarios estudos para evidenciar o potencial efeito
protetor da S. platensis sobre as alteracdes na adiposidade corporal e na
funcdo sexual masculina de ratos alimentados com dieta hipercalérica.

Dessa forma, modelos experimentais de obesidade se apresentam como
uma forma viavel de se investigar disfuncdes organicas induzidas pelo excesso
de massa corporal, como a disfuncdo erétil, e sabendo que a alga promove
efeitos benéficos em modelos de musculo liso intestinal e vascular, levantou-se
a hipotese de que o consumo da dieta hipercaldrica potencializa a reatividade
contratil e atenua a reatividade relaxante cavernosa de rato Wistar, e que a
suplementacdo alimentar com S. platensis modula positivamente a

funcionalidade do corpo cavernoso de rato.




3 Objetivos
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Obijetivos

3.1 Geral

Avaliar o efeito da suplementacdo alimentar com Spirulina platensis
sobre os parametros nutricionais e morfomeétricos, a funcao erétil, a reatividade
contratil e relaxante do musculo liso cavernoso e o estresse oxidativo em ratos

Wistar alimentados com dietas padréo ou hipercalorica.

3.2 Especificos

3.2.1 Investigar o efeito da suplementacdo alimentar com S. platensis em
ratos que consumiram dietas padrao ou hipercal6rica sobre:
3.2.1.1 A ingestéo alimentar e a evolucdo ponderal,
3.2.1.2 Os parametros murinométricos, bioquimicos e a adiposidade
corporal;
3.2.2 Avaliar o efeito da suplementacdo alimentar com a alga em ratos
alimentados com dieta padrdo, bem como o efeito preventivo dessa
suplementacdo em ratos alimentados com dieta hipercalérica sobre:
3.2.2.1 A funcéo erétil;
3.2.2.2 A reatividade contratil do corpo cavernoso;
3.2.2.2.1 O envolvimento das vias da RhoA/ROCK, do NO e da COX
na resposta contratil do corpo cavernoso;
3.2.2.3 A reatividade relaxante do corpo cavernoso;
3.2.2.3.1 O envolvimento do estresse oxidativo na resposta relaxante
do corpo cavernoso;
3.2.2.4 O estresse oxidativo no plasma, nos tecidos adiposos epididimal,

retroperitoneal e inguinal e no corpo cavernoso.




4 Material e metodos
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4.1 Material

4.1.1 Produto-teste

A Spirulina platensis foi adquirida do laboratorio Dongtai Spirulina
Bio-engineering Co.,Ltd (Nanjing, China) na forma de p6 (lote n° 2014007,
Anexo A). Uma amostra foi analisada pelo Laboratério de Controle de
Qualidade Galena Quimica e Farmaceutica Ltda (lote n° 1504023402, Anexo B)
para a certificacdo de que o material era S. platensis e comercializada pela
Dilecta Farmécia de Manipulacdo e Homeopatia (Jodo Pessoa, Paraiba, Brasil)
(lote n° 2014007).

4.1.2 Animais

Os ratos Wistar (Rattus norvegicus), com oito semanas de idade
pesando aproximandamente 160 g, eram adquiridos do Biotério Prof. Thomas
George do Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM) da
UFPB. Os animais tiveram acesso a agua ad libitum e eram mantidos sob
ventilacdo e temperatura (21 + 1 °C) controladas e constantes, submetidos
diariamente a um ciclo claro-escuro de 12 h, sendo o periodo claro das 6 as
18h00. A eutanasia dos ratos era realizada no periodo claro desse ciclo. Todos
0os procedimentos experimentais eram realizados seguindo 0s principios de
cuidados com animais Guidelines for the ethical use of animals in applied
etiology studies (SHERWIN et al., 2003) e do Conselho Nacional de Controle
de Experimentacdo Animal (CONCEA) (BRASIL, 2016), submetidos e
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFPB, certido
0201/14 (Anexos C e D). Foram utilizados 150 ratos Wistar para a realizagéo

dos procedimentos experimentais.

4.1.3 Substancias e reagentes

O cloreto de calcio di-hidratado (CaCl2.2H20), o sulfato de magnésio

hepta-hidratado (MgS04.7H20), a glicose (CséH1206) € 0 formaldeido foram
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adquiridos da Vetec (Brasil). O bicarbonato de so6dio (NaHCOz3) foi adquirido da
Fmaia (Brasil). O cloreto de sédio (NaCl) e o cloreto de potéssio (KCI) foram
adquiridos da Quimica Moderna (Brasil). O fosfato de potassio monobasico
(KH2PO4), o fosfato de sd6dio monobasico (NaH2PO4), o hidroxido de sdodio
(NaOH) e o acido cloridrico (HCI) foram adquiridos da Nuclear (Brasil). Estas
substancias, exceto a glicose, o bicarbonato de sédio e o cloreto de sédio eram
dissolvidas e diluidas em agua destilada para obtencdo de cada
solucéo-estoque que era mantida sob refrigeracdo. O formaldeido foi utilizado
para conservar as amostras de tecidos utilizadas para cortes histolégicos.

A FEN foi adquirida da Pfizer (EUA). A ACh, o nitroprussiato de sodio
(NPS), a R-(-)-apomorfina, o Nw-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), a
indometacina, o tempol, a apocinina, o acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA), a eosina, a hematoxilina de Mayer, o MDA, o 1,1-difenil-2-picril hidrazil
(DPPH), o metano hidroximetilamina (tris), o fenil-metil-sulfonil fluoreto (PMSF),
a aprotinina, o ditiotreitol (DTT), o tween 20 e a albumina foram adquiridos da
Sigma Aldrich (Brasil). O di-hidrocloreto de (R-(+)-trans-4-(1-aminoetil)-N-
(4-piridil)  ciclo-hexanocarboxamida (Y27632) foi adquirido da Cayman
Chemical (Brasil). As substancias utilizadas nos experimentos funcionais eram
dissolvidas e diluidas em agua destilada, exceto a indometacina, a apocinina e
0 Y27632 que eram dissolvidos em alcool absoluto (96 °GL) para obtencéo de
cada solucdo-estoque, as quais eram mantidas a 4 ou -20 °C.

Todos os reagentes utilizados na eletroforese em gel de poliacrilamida
contendo sédio dodecil sulfato (SDS-PAGE), o reagente de Bradford, o tamp&o
de Laemmli, o triton X-100, o pirofosfato de sddio, o fluoreto de sédio e o
ortovanadato de sédio foram adquiridos da Bio-Rad (EUA). A membrana de
nitrocelulose e os kits para detec¢do de quimioluminescéncia foram adquiridos
da Amersham (GB). O anticorpo anti-ERK (K-23, sc-94) foi adquirido da Santa
Cruz Biotechnology (EUA) e o anticorpo secundario biotinilado de cabra
anticoelho foi adquirido da Vector Laboratories (EUA).

A mistura carbogénica (95% de Oz e 5% de COz2) foi adquirida da White

Martins (Brasil).
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4.1.4 Dietas experimentais

Era utilizada uma dieta padréo do tipo pellets (Presence®) contendo 23%
de proteina, 63% de carboidrato e 4% de lipidio com VET de 380,0 kcal/100 g
ou uma dieta hipercalérica composta por uma mistura de racdo padrdo tipo
pellets (Presence®), chocolate ao leite, amendoim in natura torrado e biscoito
de maizena na proporcao de 3:2:2:1. Para o preparo da dieta hipercalorica, a
racdo, o amendoim e o biscoito eram moidos e misturados, e o chocolate era
derretido em banho-maria e adicionado a mistura para a formacéo de material
homogéneo que era moldado e, em seguida, secado em estufa (70 °C) por
24 h (Figura 13) e armazenado a temperatura ambiente. A dieta era preparada
semanalmente e ofertada aos ratos na forma de pellets (ESTADELLA et al.,
2004).

Figura 13 - Ingredientes utilizados no preparo da dieta hipercalérica na sua forma
in natura (A), triturada (B) e homogénea, moldada e cortada antes e apds a secagem
em estufa (C).

Fonte: SOUZA et al., 2016.

A analise da composicéo nutricional da dieta hipercalérica (Tabela 2) foi
realizada no Laboratorio de Bioquimica e Microbiologia de Alimentos do
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Departamento de Nutricdo da UFPB (LATIMER, 2012), sob supervisdo da
Profa. Dra. Leylliane de Fatima Leal Interaminense de Andrade (SOUZA et al.,
2017).

Tabela 2 — Composicéo centesimal da dieta hipercaldrica.

Parametros Média + e.p.m.
Umidade (%) 10,5 + 0,003
Cinzas (%) 46+ 0,05

Carboidratos (%) 45,5 + 0,02

Proteinas (%) 22,8 +0,01

Lipidios (%) 16,0 + 0,02
VET (kcal/100 g) 417,0 + 0,001

VET = valor energético total.

Fonte: SOUZA et al., 2017.

4.1.5 Solucbes
A solucao nutritiva utilizada nos experimentos funcionais era gaseificada
com carbogénio, ajustada ao pH 7,4 com HCl ou NaOH 1 N e mantida a 37 °C,

sua composicao esta discriminada a seguir (Tabela 3):

Tabela 3 — Composicéo da solugéo de Krebs.

Composicéo | Concentracao (mM)
NaCl 118,4
KCI 47
MgSO. 1,2
KH2PO4 1,17
CaCl; 2,5
NaHCOs 25,0
Glicose 5,6

Fonte: CLAUDINO et al., 2004.

As amostras para procedimentos histologicos eram conservadas em
solucdo de formaldeido tamponado (10%) com a seguinte composicao:
formaldeido (1:10 v/v), NaH2POa4 (0,04:10 m/v), NazHPOa4 (0,005:10 m/v) e H20
(9:20 viv).
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As amostras para separagdo em eletroforese eram extraidas em tampao
contendo a seguinte composic¢do: triton X-100 1%, tris 100 mM (pH 7,4),
pirofosfato de sédio 100 mM, fluoreto de soédio 100 mM, EDTA 10 mM,
ortovanadato de s6dio 10 mM, PMSF 2 mM e aprotinina 0,01 mg/mL.
Para o bloqueio de liga¢gBes inespecificas de proteinas a membrana de
nitrocelulose era utilizada uma solucdo de bloqueio contendo leite desnatado
Molico®, tris 10 mM, NaCl 150 mM e tween 20 0,02%.

4.1.6 Equipamentos

A pesagem das substancias e dos tecidos adiposos epididimal,
retroperitoneal e inguinal era realizada em balanca analitica modelo AY220,
enquanto os ratos eram pesados em balanca semianalitica modelo BK2000. O
pH das solugcbes era aferido em pHmetro digital PG2000. Todos estes
equipamentos foram adquiridos da Gehaka (Brasil).

Para o registro das contracfes isométricas, 0S 0rgaos eram sSusSpensos
em cubas de banho para 6rgaos isolados (6 mL), modelo BOI-04, e conectados
a transdutores de forca isométricos, modelo TIM 05, acoplados a um
amplificador modelo AECADO4F. Este, por sua vez, estava conectado a um
sistema de aquisicdo digital com o software AQCAD versdo 2.5.0 para
aquisicdo dos dados e ANCAD para analise. O sistema continha uma bomba
termostatica modelo BT 60 que controlava a temperatura das cubas. Todos 0s
aparelhos foram adquiridos junto a AVS Projetos (Séao Paulo, Brasil).

Para a realizacdo dos cortes histolégicos, as amostras eram submetidas
ao processador de tecidos modelo PTO5 (LUPTEC, Brasil), seccionadas em
micrétomo rotativo modelo RM 2125 RT (Leica, Alemanha), fotografadas em
microscopio 6tico com camera acoplada modelo BX41 (Olympus, Formosa) e
posteriormente analisadas por programa analisador de imagem (Leica Qwin
3.1).

Para registros dos videos eram utilizadas cameras digitais dos modelos
Samsung Es60 12.2 Mega Pixels 3x Zoom A0342 e Sony Cyber Shot Dsc
W690 16.1 Mp.
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As amostras utilizadas foram centrifugadas em aparelho refrigerado,
modelo VS-15000 CFN Il (VISION, Coreia do Sul) e centrifuga de bancada,
modelo NI 1811-A (NOVA instruments, SP, Brasil).

As analises bioquimicas foram realizadas em um analisador bioquimico
automatico Labmax 240 (Minas Gerais, Brasil).

A leitura das absorbancias para dosagem de MDA e o teste de inibicao
da oxidacéo foi realizada no espectrofotdmetro modelo SP-22 da Biospectro
(Parana, Brasil).

O processamento das amostras para extracdo do contetdo proteico foi
realizado com o auxilio do processador de tecidos do tipo Polytron PTA 20S
(Brinkmann Instruments, EUA). Além disso, a eletroforese em gel de
poliacrilamida e a transferéncia de proteinas para a membrana de nitrocelulose
foi realizada em equipamentos da Bio-Rad (EUA). Adicionalmente, a deteccao
da quimiluminescéncia foi realizada no leitor MF-CHEMIBIS (Bio-Imaging
Systems Ltda., Jerusalem, Israel) e a densitometria Optica foi quantificada no

programa ImageJ 1.43u (National Institute of Health, EUA).

4.2 Métodos

4.2.1 Grupos experimentais

Os ratos foram divididos randomicamente em 10 grupos experimentais:
grupos alimentados com dieta padréo que recebiam solucéo salina (NaCl 0,9%)
(GCS), que eram suplementados com S. platensis nas doses de 25
(GC + SP25), 50 (GC + SP50) e 100 mg/kg (GC + SP100) ou tratado com
sildenafila na dose de 1,5 mg/kg (GC + Sild) (WALKER et al., 1999; LEONI,
2016), grupos alimentados com dieta hipercaldrica que recebiam solugéo salina
(NaCl 0,9%) (GOS), que eram suplementados com S. platensis nas doses de
25 (GO + SP25), 50 (GO + SP50) e 100 mg/kg (GO + SP100) ou tratado com
sildenafila na dose de 1,5mg/kg (GO + Sild) (Figura 14). Cada grupo
experimental foi alimentado por um periodo de oito semanas (EL-DESOKY et
al., 2013; BRITO, 2014; FERREIRA, 2017) e foram alocados 2 ratos em cada
gaiola de polipropileno, em funcéo da disponibilidade do biotério local.
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Figura 14 — Protocolo do delineamento experimental.

Sildenafila 1,5 mg/kg/dia

S. platensis 25, 50 ou 100 mg/kg/dia

Solucao salina (NaCl 0,9%)

.t 1 1 11
N

Semana 2 3 4 5 6 =+ Eutanasia

> - —

Dieta padrao ou hipercalérica

Fonte: SOUZA, 2018.

Os resultados eram avaliados comparando-se os dados obtidos com os
ratos do GCS com aqueles obtidos pelos ratos dos GC + SP25, GC + SP50,
GC + SP100 e GC + Sild e pela comparacédo dos valores obtidos pelo GOS
com os valores dos GCS, GO + SP25, GO + SP50, GO + SP100 e GO + Sild.

4.2.2 Preparo e administracdo da S. platensis

O p6é de S. platensis era diariamente dissolvido em solucdo salina
(NaCl 0,9%) para o preparo das doses utilizadas no estudo, que eram
administradas aos ratos ao fim da preparacdo. As suplementacdes eram
realizadas por um periodo de oito semanas para todas as doses (25, 50 e
100 mg/kg/dia) (adaptado de JUAREZ-OROPEZA et al., 2009; EI-DESOKY et
al., 2013; BRITO, 2014; FERREIRA, 2017). De maneira similar, a sildenafila era
administrada por um periodo de oito semanas na dose de 1,5 mg/kg/dia
(WALKER et al., 1999; LEONI, 2016).

As administracdes eram realizadas por via oral no periodo das 12 as
14 h com o auxilio de agulhas de ac¢o inoxidavel para gavagem (BD-12, Insight,
Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil) e seringas descartaveis de 10 mL com

precisao de 0,2 mL (BD, Higilab, Jodo Pessoa, Paraiba, Brasil).

4.2.3 Efeito da suplementacgéo alimentar com S. platensis sobre a ingestao

alimentar e a massa corporal dos ratos

O consumo alimentar dos ratos era calculado diariamente, sendo

representado pela diferenca entre o alimento oferecido e o residual utilizando a
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férmula: consumo (g) = quota oferecida (g) — rejeito limpo (g). Foi considerado
rejeito limpo o alimento que néo foi ingerido e permaneceu na area externa do
comedouro (VADIVEL; PUGALENTHI, 2010). O célculo de calorias fornecidas
pela ingestdo das diferentes dietas era realizado semanalmente através da
férmula: quantidade de kcal da dieta x ingestdo alimentar média semanal. A
massa corporal (g) dos ratos era verificada 2 vezes por semana, sendo 0

ganho de massa calculado pela diferenca entre massa corporea final e a inicial.

4.2.4 Efeito da suplementagdo alimentar com S. platensis sobre os
coeficientes de eficacia alimentar, de conversao alimentar e de ganho de

peso por consumo calérico

O coeficiente de eficacia alimentar (CEA) foi calculado pela razdo entre o
ganho de massa corporal (g) e o consumo alimentar total (g) dos ratos apés o
periodo de oito semanas. O coeficiente de conversdo alimentar (CCA) foi
calculado pela razdo entre o consumo alimentar total (g) e o ganho de massa
corporal (g) ap6s o periodo experimental. O coeficiente de ganho de peso por
consumo caldrico (CGPCC) foi calculado pela razdo entre o ganho de massa
corporal (g) e o consumo energético total (kcal) dos ratos apds o periodo de
oito semanas (CAMPBELL, 1963; GONCALVES, 2014).

4.25 Efeito da suplementacdo alimentar com S. platensis sobre

parametros da obesidade experimental

4.2.5.1 Parametros murinométricos

No dia da eutanasia, os ratos eram pesados e era medido o
comprimento nasoanal (cm) que foi utilizado no calculo do indice de Lee, a
partir da razdo entre a raiz cubica da massa corporal (g) e o comprimento
nasoanal (cm) do animal (LEE, 1929). O IMC foi calculado a partir da razéo
entre a massa corporal (g) e o quadrado do comprimento corporal (cm?)
(NOVELLI et al., 2007).
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A circunferéncia abdominal, localizada na parte anterior a pata traseira

do animal, e a circunferéncia tor4cica, localizada na por¢cdo posterior a pata

dianteira, foram aferidas utilizando trena corporal antropométrica (NOVELLI et
al., 2007).

4.2.5.2 Massa dos depésitos de tecido adiposo

Vinte e quatro horas ap6s a Ultima exposicdo da dieta e das
suplementacdes, os ratos eram eutanasiados por guilhotina, apds cuidadosa
dissecacdo eram pesados os tecidos adiposos epididimal, retroperitoneal e
inguinal, os quais representam o0s principais componentes de adiposidade
central em ratos (MAUER; HARRIS; BARTNESS, 2001).

A gordura abdominal localizada na porcéo inferior do abdome conectada
ao epididimo representa a gordura epididimal. A gordura conectada a parede
abdominal posterior, ao redor dos rins e a parte abdominal do ureter representa
a gordura retroperitoneal. A gordura subcutanea que se localiza entre a porcao
inferior da caixa toracica e a por¢cdo mediana da coxa representa a gordura
inguinal (SURWIT et al., 1995; SANTOS, 2010).

4.2.5.3 indice de adiposidade

O indice de adiposidade foi calculado a partir da soma das massas
individuais das camadas adiposas epididimal, retroperitoneal e inguinal, através
da formula: gordura epididimal + gordura retroperitoneal + gordura inguinal x
100/massa corporal final (STUNKARD; WADDEN, 1993; MACRINI, 2014).
4.2.5.4 Morfometria do tecido adiposo
4.2.5.4.1 Preparacdes histolégicas

ApoOs a eutanasia dos ratos, os depdsitos de tecido adiposo epididimal,

retroperitoneal e inguinal eram cuidadosamente retirados, pesados e fixados
em formaldeido a 10% durante um periodo maximo de 72 h, e submetidas ao
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procedimento histolégico padrédo para inclusdo em parafina. Este procedimento
incluiu as seguintes etapas: 1) desidratacdo do tecido em uma série alcoodlica
crescente (70% por 24 h; 80, 96 e alcool absoluto (3 banhos) por 1 h cada); 2)
diafanizacdo ou clareamento, onde o tecido era banhado em alcool absoluto
mais xilol (1:1) por 1 h, seguidos de dois banhos em xilol puro por 1 h cada; 3)
inclusdo em parafina, onde o tecido passava por dois banhos de parafina
liguida (aquecida a 50 °C) por 1 h cada. Em seguida, os tecidos eram
emblocados em uma nova parafina.

Os blocos obtidos eram seccionados a cinco pm de espessura utilizando
um micrétomo rotativo. Os cortes obtidos eram corados com hematoxilna de
Mayer e eosina (HOWARD et al., 2004) e as laminas obtidas eram analisadas
em microscopio Optico com camera acoplada modelo BX41 (Olympus,
Formosa), onde foram fotografadas na objetiva de 20x.

A analise histolégica foi realizada no Laboratério de Imunologia e
Patologia de Invertebrados do Departamento de Biologia Molecular da UFPB,

sob supervisédo da Profa. Dra. Patricia Mirella da Silva Scardua.

4.2.5.4.2 Andlise dos tecidos adiposos

Para a analise do tecido adiposo, eram utilizadas as reservas adiposas
epididimal, retroperitoneal e inguinal. Para analisar a morfologia dos adipdcitos,
eram obtidas imagens digitais dos cortes histoldégicos (objetiva de 20x) e,
100 adipécitos por animal (25 adipécitos por quadrante da lamina) tiveram seu
diametro aferido usando o software Leica Qwin 3.1 (Adaptado de SANTOS,
2010).

4.2.6 Efeito da suplementacdo alimentar com S. platensis sobre

parametros bioquimicos

Em alguns ratos, para obtencdo do plasma, cerca de 5 a 10 mL de
sangue eram coletados, através de puncdo cardiaca, em tubos de ensaio

contendo anticoagulante (EDTA) e levados a centrifugacdo a 1.198 x g durante
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10 minutos. O sobrenadante era entdo transferido para tubos Eppendorf® e
armazenado a -20 °C até as analises (OKAFOR et al., 2011).

As andlises de glicose, trigliceridios, colesterol total e fracdo de
lipoproteina de alta densidade (HDL-c) foram realizadas através de Kkits
comerciais especificos Labtest® (Minas Gerais, Brasil), de acordo com as
instrucdes do fabricante, em um analisador bioquimico automatico Labmax 240
(Minas Gerais, Brasil). Os valores de fracdo de lipoproteina de baixa densidade
(LDL-c) foram estimados pela equacdo de Friedewald, Levy e Fredrickson
(1972): [LDL-c = (colesterol total — HDL-c) — (trigliceridios/5)].

A andlise bioquimica foi realizada no Laboratério de Estudos do
Treinamento Fisico Aplicado ao Desempenho e Saude.do Departamento de
Educacdo Fisica da UFPB (LATIMER, 2012), sob supervisdo do Prof. Dr.
Alexandre Sérgio Silva.

4.2.7 Efeito da suplementacédo alimentar com S. platensis sobre a erecao

penianainduzida pela R-(-)-apomorfina

Os ratos eram colocados individualmente em uma caixa de vidro,
ambientados nesse local por 30 minutos, em seguida, recebiam uma injecao
subcuténea, na regido dorsal, de R-(-)-apomorfina (80 pg/kg) preparada em
solucdo salina. Posteriormente, os ratos eram filmados por 30 minutos com o
auxilio de duas cameras digitais.

Através das imagens eram avaliados o tempo de laténcia para a erecéo
e 0 numero das erecdes obtidas por cada animal. Eram consideradas erecdes
somente 0s eventos Nos quais era possivel observar o pénis do animal ereto,
acompanhado de lordose, na qual o animal se apoia nas patas traseiras,
inclinando o corpo em direcdo a area genital, segurando o pénis com as patas
dianteiras e fazendo a lambedura do mesmo por um tempo superior a
5 segundos (Figura 15). Eventos em que ndo era observada a erecdo, porém
0S outros comportamentos ocorreram, como bocejos e lambeduras excessivas
das patas e do abdémen, eram caracterizados como lambeduras (RAMPIN;
JEROME; SUAUDEAU, 2003; HANNAN et al., 2006).
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Figura 15 — Fotos demonstrando o evento de lordose, onde o rato se apoia nas patas

traseiras, inclinando o corpo em direcdo a area genital (A); o evento de erecao
peniana do rato (B).

Fonte: SOUZA, 2018.

4.2.8 Efeito da suplementagcdo alimentar com S. platensis sobre a

reatividade contratil e relaxante do corpo cavernoso isolado de rato

4.2.8.1 Preparacéo do corpo cavernoso isolado de rato

Os ratos eram eutanasiados conforme descrito no item 4.2.5.2. O pénis
do animal era isolado proximo a sua fixagcdo ao 0Sso isquio e removia-se a veia
dorsal peniana e a uretra. Em seguida, 0s corpos cavernosos eram separados
em dois segmentos de aproximadamente 1 cm. Apds a separacdo, 0s 6rgaos
eram suspensos verticalmente através de duas hastes metdlicas de aco
inoxidavel em cubas de banho para 6rgéos isolados (6 mL) contendo solugéo
de Krebs gaseificada com carbogénio a 37 °C. A haste superior era conectada
ao transdutor de forca isométrico, com tensdo de repouso equivalente a 0,5 g
(CLAUDINO et al.,, 2004). A preparacdo era mantida em repouso por um
periodo de 60 minutos para estabilizagdo, com renovagéo da solugéo nutritiva a
cada 15 minutos, para evitar a influéncia de metabdlitos liberados pelo 6rgéo
ao meio (CLAUDINO et al., 2004; FERMINO et al., 2009).
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4.2.8.2 Efeito da suplementacdo alimentar com S. platensis sobre a
reatividade contratil do corpo cavernoso isolado de rato

4.2.8.2.1 Efeito da suplementacdo com S. platensis sobre o acoplamento

eletromecanico de contracdo do corpo cavernoso isolado de rato

4.2.8.2.1.1 Efeito da suplementacdo com S. platensis sobre a curva
cumulativa de KCI

O corpo cavernoso era montado como descrito no item 4.2.8.1. Apos a
estabilizacdo eram obtidas curvas concentracdes-resposta cumulativas ao KCI
(10 a 100 mM) (COCO, 2012). A reatividade contratil era calculada com base
na amplitude maxima da resposta do corpo cavernoso de rato do GCS. As
comparacdes eram realizadas entre GCS, GC+SP25, GC + SP50,
GC + SP100 e GC + Sild ou GCS, GOS, GO + SP25, GO + SP50, GO + SP100
e GO + Sild, baseado nos valores de efeito maximo (Emax) € do logaritmo
negativo na base 10 da concentracdo de KCl que produziu 50% do seu Emax
(pD2), calculados a partir das curvas cumulativas concentragdes-resposta

obtidas.

4.2.8.2.2 Efeito da suplementacdo com S. platensis sobre o acoplamento

farmacomecanico de contracdo do corpo cavernoso isolado de rato

4.2.8.2.2.1 Efeito da suplementacdo com S. platensis sobre a curva
cumulativa de FEN

O corpo cavernoso era montado como descrito no item 4.2.8.1. Apos o
periodo de estabilizacdo eram obtidas curvas concentracdes-resposta
cumulativas a FEN (10-8-3 x 10 M) (CLAUDINO et al., 2004; FERMINO et al.,
2009). A reatividade contratil era calculada com base na amplitude maxima da
resposta do corpo cavernoso de rato do grupo GCS. As comparacdes eram
realizadas entre GCS, GC + SP25, GC + SP50, GC + SP100 e GC + Sild ou
GCS, GOS, GO + SP25, GO + SP50, GO + SP100 e GO + Sild, baseado nos




Souza, I. L. L. 111

Material e métodos
valores de Emax € de pD2 da FEN, calculados a partir das curvas cumulativas
concentracbes-resposta obtidas.

4.2.8.2.2.2 Efeito da suplementacdo com S. platensis sobre a cumulativa

de FEN na auséncia e na presenca do Y27632

O corpo cavernoso era montado como descrito no item 4.2.8.1. Apds o
periodo de estabilizagdo eram obtidas curvas concentragdes-resposta
cumulativas a FEN (108-3 x 103M) na auséncia e na presenca do Y27632
(10 M), um inibidor seletivo da ROCK, incubado por 20 minutos (MILLS et al.,
2001).

A resposta contratil do corpo cavernoso na presenca do inibidor era
calculada com base na amplitude média da curva obtida no grupo GCS. A
reatividade contratil era avaliada tendo como base os valores de Emax e de pD:2
da FEN, na auséncia e na presenca do Y27632, e o efeito do inibidor sobre a
curva cumulativa concentracdes-resposta a FEN era comparada entre GCS e
GC + SP50 ou GOS, GO + SP25, GO + SP50, GO + SP100 e GO + Sild.

4.2.8.2.2.3 Efeito da suplementacdo com S. platensis sobre a curva
cumulativa de FEN na auséncia e na presenca de L-NAME ou de

indometacina

O corpo cavernoso era preparado conforme o item 4.2.8.1. Apds o
periodo de estabilizacdo era incubado, por 30 minutos, o L-NAME (104 M), um
inibidor ndo seletivo da NOS (VIGNOZZI et al., 2006), e a indometacina
(10°M), bloqueadora ndo seletiva da COX (CARTLEDGE; EARDLEY;
MORRISON, 2000), em preparagdes distintas e, em seguida, eram obtidas
curvas concentragdes-resposta cumulativas a FEN (1083 x 102 M). Além
disso, em outras preparacdes eram realizadas as curvas cumulativas a FEN na
presenca simultdnea dos dois bloqueadores.

A resposta contrétil do corpo cavernoso na presenca dos inibidores era
calculada com base na amplitude média da curva obtida no grupo GCS. A
reatividade contratil era avaliada tendo como base os valores de Emax e de pD:2

da FEN, na auséncia e na presenca, isolada ou simultanea, de L-NAME e de
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indometacina, e o efeito dos inibidores sobre a curva cumulativa
concentracfes-resposta a FEN era comparada entre GCS e GC + SP50 ou
GOS, GO + SP25, GO + SP50, GO + SP100 e GO + Sild.

4.2.8.3 Efeito da suplementacdo alimentar com S. platensis sobre a
reatividade relaxante do corpo cavernoso isolado de rato

4.2.8.3.1 Efeito da suplementacdo com S. platensis sobre a curva
cumulativa de NPS ou de ACh

O corpo cavernoso era preparado como descrito no item 4.2.8.1. Apés o
periodo de estabilizacdo era induzida uma contracdo com FEN (10 M) e apdés
a formacdo do componente tbnico, o NPS (10'-104M) ou a ACh
(1011-3x104M) eram adicionados a cuba de maneira cumulativa, em
preparacdes distintas (CLAUDINO et al., 2004; FERMINO et al., 2009).

A resposta relaxante era expressa como a percentagem reversa da
contracao inicial produzida pela FEN. As comparacdes eram realizadas entre
GCS, GC + SP25, GC + SP50, GC + SP100 e GC + Sild ou GCS, GOS,
GO + SP25, GO + SP50, GO + SP100 e GO + Sild com base nos valores de
pD2 e de Emax dos agentes relaxantes, calculados a partir das curvas

concentracfes-resposta cumulativas obtidas.

4.2.8.3.2 Efeito da suplementacdo com S. platensis sobre a curva
cumulativa de ACh na auséncia e na presenc¢a de apocinina, de tempol ou

de catalase

O corpo cavernoso era montado conforme o item 4.2.8.1. Apos o periodo
de estabilizacdo era incubada, por 30 minutos, a apocinina (10 M), inibidora
da NADPH oxidase (COCO et al., 2016), o tempol (103 M), um mimético da
SOD (PEIXOTO et al.,, 2009) ou a catalase (250 Ul/mL), enzima que
decompdes o H202 (COCO et al., 2016), em preparacbes distintas e, em
seguida, era induzida uma contragdo com FEN (10° M) e apés a formacédo do
componente tdnico, a ACh (10-1!-3 x 10 M) era adicionada a cuba de maneira

cumulativa.
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A resposta relaxante do corpo cavernoso a ACh na presenca da
apocinina, do tempol ou da catalase era calculada com base na amplitude
maxima da contracao, e a reatividade relaxante era avaliada de acordo com os
valores de Emax € de pD2 da ACh, na auséncia e na presenca dos inibidores, e
comparada entre GCS, GC +SP50 e GC + Sild ou GOS, GO + SP50 e
GO + Sild.

4.2.9 Efeito da suplementacéo alimentar com S. platensis sobre o0 estresse

oxidativo

4.2.9.1 Obtencao do plasma e do homogenato dos tecidos adiposos e do

COorpo cavernoso de rato

Apés a eutanasia dos ratos, o plasma era obtido conforme descrito no
item 4.2.6 e os tecidos adiposos epididimal, retroperitoneal e inguinal, bem
COmo 0 corpo cavernoso eram isolados e congelados a -20 °C até o preparo do
homogenato. Nesse procedimento, cada tecido era pesado, macerado e
homogeneizado com solugcéo de KCI 10% na propor¢ao de 1:1. Posteriormente,
as amostras eram centrifugadas a 1.198 xg durante 10 minutos e o

sobrenadante obtido era separado para analise.

4.2.9.2 Efeito da suplementacdo alimentar com S. platensis sobre os
niveis de MDA no plasma, nos tecidos adiposos e no corpo cavernoso de

rato

A medida da producdo de MDA, produto da peroxidacao lipidica da
membrana plasmatica, foi realizada seguindo a metodologia descrita por
Ohkawa; Ohishi; Yagi (1979). Apds a obtencdo do plasma e dos homogenatos
teciduais, aliquotas de 250 pL eram incubadas a 37 °C em banho-maria por
60 minutos. Em seguida, as amostras eram precipitadas com 400 pyL de acido
perclérico 35% e centrifugadas a 16.851xg por 20 minutos a 4 °C. O
sobrenadante era transferido para tubos Eppendorf® e, logo, 400 pL de &cido
tiobarbittrico 0,6% eram adicionados as amostras e incubadas a temperatura
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de 95-100 °C por 1 h. Apés esse periodo, as amostras resfriadas eram lidas em
espectrofotdbmetro a 532 nm. A determinacdo dos niveis de MDA nas amostras
era realizada substituindo os valores de absorbancia na curva-padrdao de MDA
obtida para a solucéo padréo (1 pL de 1,1,3,3-tetrametoxipropano em 70 mL de
agua destilada, diluida em séries de 250, 500, 750, 1000, 1250, 1500, 1750,
2000, 2250, 2500, 2750 e 3000 pL de &gua destilada) (DRAPER et al., 1993).
A analise de MDA foi realizada no Laboratério de Estudos do
Treinamento Fisico Aplicado ao Desempenho e Saude.do Departamento de

Educacéo Fisica da UFPB, sob supervisao do Prof. Dr. Alexandre Sérgio Silva.

4.2.9.3 Efeito da suplementacdo alimentar com S. platensis sobre a
capacidade antioxidante total do plasma, dos tecidos adiposos e do corpo

cavernoso de rato

A quantificacdo da capacidade antioxidante total foi baseada no método
de DPPH descrito por Brand-Williams; Cuvelier; Berset (1995). Em tubos
apropriados para centrifuga e protegidos da luz eram adicionados 50 pL do
plasma ou dos homogenatos teciduais e 2 mL da solucédo de DPPH dissolvido
em etanol absoluto (0,012 g/L); logo, os tubos eram agitados em vortex por
10 segundos e, entdo, mantidos em repouso por 30 minutos. Em seguida, as
amostras eram centrifugadas a 7.489xg por 15 minutos a 20°C. O
sobrenadante era lido em espectrofotometro a 515 nm. Os resultados eram
expressos como percentual de capacidade antioxidante total, calculados
através da equacdo: CAT = 100-([DPPH-R] x T)/([DPPH-R] x B) x 100; sendo
[DPPH-R] x T e [DPPH-R] x B correspondentes a concentracdo de DPPH
remanescente apos 30 minutos, avaliados na amostra (T) e no branco (B)
preparado com agua destilada.

A andlise da capacidade antioxidante total foi realizada no Laboratério
de Estudos do Treinamento Fisico Aplicado ao Desempenho e Saude.do
Departamento de Educacdo Fisica da UFPB, sob supervisdo do Prof. Dr.

Alexandre Sérgio Silva.
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4.2.9.4 Efeito da suplementacdo alimentar com S. platensis sobre a
expresséo proteica de ERK1/2 no corpo cavernoso de rato

4.2.9.4.1 Extracdo do tecido cavernoso, processo de eletroforese em gel

de poliacrilamida e Western blot

O corpo cavernoso era isolado como descrito no item 4.2.8.1 e
homogeneizado em tampéao de extracdo, cuja composicao esta descrita no item
4.1.5, utilizando um processador de tecidos do tipo Polytron PTA 20S
(Brinkmann Instruments, USA). Em seguida, os extratos teciduais eram
centrifugados a 17.530 x g a 4 °C por 20 minutos. Apds esse processo, 0
conteudo proteico das amostras era quantificado no sobrenadante utilizando o
reagente de Bradford (Bio-Rad, Richmond, CA), além disso, as amostras eram
conservadas apos a adicdo do tampdo de Laemmli (Bio-Rad, Richmond, CA)
(LAEMMLLI, 1970), acrescido de DTT 200 mM (4:1 v/v). Posteriormente, 50 ug
de proteinas totais eram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida
contendo soédio dodecil sulfato (SDS-PAGE 15%) em aparelho de minigel
(Bio-Rad, Richmond, CA). Em cada gel era adicionado um marcador com peso
molecular com valores conhecidos (Bio-Rad, Richmond, CA).

Apos a separacdo das proteinas, era realizada a transferéncia destas
para uma membrana de nitrocelulose através da estimulagéo elétrica a 120 V
por 2 h (TOWBIN; STAEHELIN; GORDON, 1992). Em seguida, a ligagédo
inespecifica de proteinas a membrana de nitrocelulose foi reduzida pela
incubacgéo destas com uma solugéo de bloqueio, cuja composicdo esta descrita
no item 4.1.5, em temperatura ambiente durante 2 h sob leve agitacao.

Subsequentemente, as membranas de nitrocelulose eram incubadas
com o anti-ERK (K-23, sc-94, Santa Cruz Biotechnology, Brasil) preparado em
solugédo bloqueadora (substituindo o leite pela albumina na sua composi¢ao),
pernoite a temperatura de 4 °C sob leve agitacdo. Apds esse periodo, as
membranas eram lavadas com esta solucédo decrescida de leite ou albumina
por 30 minutos e, o anticorpo secundario anticoelho conjugado com peroxidase

era incubado por 1 h a temperatura ambiente.
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Para a revelacdo das membranas, era adicionada uma solugédo para
deteccdo por quimioluminescéncia conforme descrito no kit comercial. Nesse
protocolo, a emissdo da luz era detectada pelo sistema de deteccdo
MF-CHEMIBIS (Bio-Imaging Systems Ltda., Jerusalem, Israel) e a
determinacao da intensidade das bandas reveladas era realizada pela leitura
da densitometria 6ptica das imagens analisadas no programa ImageJ 1.43u
(National Institute of Health, USA).

Os resultados eram avaliados comparando-se os dados obtidos para os
ratos do GCS com aqueles obtidos pelos ratos dos GC + SP50, GOS,
GO + SP25, GO + SP50 e GO + SP100.

A analise molecular foi realizada no Laboratério de Sinalizagcéo
Intracelular do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP, sob supervisdo da

Profa. Dra. Carla Roberta de Oliveira Carvalho.

4.2.10 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como a média e o erro padrdo da média
(e.p.m.), a normalidade da variancia foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk, e
foram analisados estatisticamente empregando-se o teste t (ndo pareado), para
comparacao entre dois grupos experimentais, a analise de variancia (ANOVA)
one-way seguido do pés-teste de Tukey, para comparacdo multipla entre os
grupos experimentais e, para avaliar o grau de correlacdo entre as variaveis
experimentais, utilizou-se o coeficiente de correlacéo linear de Pearson (r). A
hipotese nula foi rejeitada quando os valores de p < 0,05.

Como parametro de poténcia foi utilizado o pD2, calculado por regressao
nao linear, e como parametro de eficacia o Emax (NEUBIG et al., 2003). Os
dados foram analisados pelo programa GraphPad Prism® versdo 5.01
(GraphPad Software Inc., San Diego CA, U.S.A)).




5 Resultados
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5.1 Efeito da suplementacao alimentar com S. platensis sobre a ingestao

alimentar e a massa corporal dos ratos

5.1.1 Avaliacdo da ingestdo alimentar estimada

Nos ratos que consumiram a dieta padrdo, a ingestado alimentar semanal
média estimada dos grupos GC + SP25 (1725 + 2,3 g), GC + SP100
(162,5+ 3,3 g) e GC + Sild (177,4 £ 2,0 g) foi semelhante a ingestdo do grupo
GCS (168,0 + 2,7 g). Apesar disso, esse resultado nao foi reprodutivel no grupo
GC + SP50 (138,5 + 2,3 g) que apresentou ingestdo alimentar média inferior ao
grupo GCS e aos demais grupos experimentais (Tabela 4, n = 10).

Nos ratos que consumiram a dieta hipercaldrica, a ingestao alimentar
semanal média estimada do grupo GOS (123,6 £ 1,9 g) foi inferior ao grupo
GCS (168,0 £ 2,7 g). Quando os ratos foram suplementados com S. platensis
nas doses de 25 (157,9 £ 2,7 g) e 100 mg/kg (146,5 £ 2,2 g) ou tratados com
sildenafila (148,9 + 2,2 g), observou-se um aumento na ingestdo média em
relacdo ao grupo GOS, o que nédo foi observado para o grupo GO + SP50
(121,0 £ 2,5 g), que manteve essa ingestdo semelhante ao grupo GOS e
inferior a todos o0s demais grupos experimentais suplementados com
S. platensis e tratado com sildenafila. Adicionalmente, o grupo GCS
demonstrou ingestdo média superior a todos 0s grupos experimentais

alimentados com a dieta hipercalérica (Tabela 5, n = 10).
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Tabela 4 — Ingestdo alimentar semanal estimada (g) dos ratos dos grupos GCS,
GC + SP25, GC + SP50, GC + SP100 e GC + Sild.

Ingestdo alimentar semanal média (g)

GCS 168,0 + 2,7
GC + SP25 172,5+2,3@
GC + SP50 138,5+2,3*

GC + SP100 162,5 + 3,3@
GC + Sild 177,4 + 2,09

ANOVA one-way seguido do pés-teste de Tukey. *p < 0,05 (GCS vs. GC + SP50) e
@p< 0,05 (GC + SP50 vs. GC + SP25, GC + SP100 e GC + Sild) (n = 10).
GCS =grupo controle salina; GC + SP25, GC + SP50 e GC + SP100 = grupos
alimentados com dieta padréo e suplementados com S. platensis 25, 50 e 100 mg/kg,
respectivamente; GC + Sild = grupo alimentado com dieta padrdo e tratado com
sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.

Tabela 5 — Ingestédo alimentar semanal estimada (g) dos ratos dos grupos GCS, GOS,
GO + SP25, GO + SP50, GO + SP100 e GO + Sild.

Ingestdo alimentar semanal média (g)

GCS 168,0 £ 2,7
GOS 123,6 £ 1,9*
GO + SP25 157,9 + 2,7*%
GO + SP50 121,0 + 2,5*
GO + SP100 146,5 + 2,2*#
GO + Sild 148,9 + 2,2*%

ANOVA one-way seguido do pos-teste de Tukey. *p < 0,05 (GCS vs. GOS,
GO + SP25, GO + SP50, GO + SP100 e GO + Sild); *p < 0,05 (GOS vs. GO + SP25,
GO + SP100 e GO + Sild) e ®p < 0,05 (GO + SP50 vs. GO + SP25, GO + SP100 e
GO + Sild) (n = 10). GCS = grupo controle salina; GOS = grupo obeso salina;
GO + SP25, GO + SP50 e GO + SP100 = grupos alimentados com dieta hipercalorica
e suplementados com S. platensis 25, 50 e 100 mg/kg, respectivamente;
GO + Sild = grupo alimentado com dieta hipercalérica e tratado com sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.
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5.1.2 Célculo de calorias fornecidas pela ingestéo dietética

As calorias fornecidas através do consumo da dieta padrao pelos ratos
dos grupos GC + SP25 (655,3 * 8,6 kcal), GC + SP100 (617,5 = 12,5 kcal) e
GC + Sild (674,0+7,6 kcal) foram semelhantes as do grupo GCS
(638,3 £ 10,1 kcal). Entretanto, esse resultado ndo foi reprodutivel no grupo
GC + SP50 (526,4 + 8,8 kcal) que apresentou valor calorico fornecido pela
dieta padrao inferior ao grupo GCS e aos demais grupos experimentais (Tabela
6, n =10).

Analisando os ratos alimentados com a dieta hipercal6rica, as calorias
fornecidas através do consumo dessa dieta pelos ratos do grupo GOS
(515,2 + 7,8 kcal) foram inferiores ao grupo GCS (638,3 + 10,1 kcal). Quando
os ratos foram suplementados com S. platensis nas doses de 25
(652,9 + 14,9 kcal) e 100 mg/kg (610,8 £ 9,1 kcal) ou tratados com sildenafila
(621,1 + 9,3 kcal), observou-se um aumento no valor calérico fornecido pelo
consumo da dieta em relacdo ao grupo GOS, 0 que ndo ocorreu no grupo
GO + SP50 (506,1 + 10,6 kcal), que manteve valor inferior ao grupo GOS e a
todos os demais grupos experimentais suplementados com S. platensis e ao

grupo tratado com sildenafila (Tabela 7, n = 10).
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Tabela 6 — Valor cal6rico semanal médio (kcal) fornecido pela ingestao dietética dos
ratos dos grupos GCS, GC + SP25, GC + SP50, GC + SP100 e GC + Sild.

Valor calérico semanal médio (kcal) fornecido

pelaingestao dietética

GCS 638,3+10,1
GC + SP25 655,3 + 8,69
GC + SP50 526,4 + 8,8*
GC + SP100 617,5+ 12,5@

GC + Sild 674,0 + 7,69

ANOVA one-way seguido do pés-teste de Tukey. *p < 0,05 (GCS vs. GC + SP50) e
@p< 0,05 (GC + SP50 vs. GC + SP25, GC + SP100 e GC + Sild) (n = 10).
GCS =grupo controle salina; GC + SP25, GC + SP50 e GC + SP100 = grupos
alimentados com dieta padréo e suplementados com S. platensis 25, 50 e 100 mg/kg,
respectivamente; GC + Sild = grupo alimentado com dieta padrdo e tratado com
sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.

Tabela 7 — Valor cal6rico semanal médio (kcal) fornecido pela ingestao dietética dos
ratos dos grupos GCS, GOS, GO + SP25, GO + SP50, GO + SP100 e GO + Sild.

Valor calérico semanal médio (kcal) fornecido pela

ingestdo dietética

GCS 638,3+ 10,1
GOS 5152 + 7,8*
GO + SP25 652,9 + 14,9%
GO + SP50 506,1 + 10,6*
GO + SP100 610,8 + 9,17
GO + Sild 621,1 +9,3%

ANOVA one-way seguido do poés-teste de Tukey. *p < 0,05 (GCS vs. GOS e
GO + SP50); #p < 0,05 (GOS vs. GO + SP25, GO + SP100 e GO + Sild) e *p < 0,05
(GO + SP50 vs. GO + SP25, GO + SP100 e GO + Sild) (n = 10). GCS = grupo controle
salina; GOS = grupo obeso salina; GO + SP25, GO + SP50 e GO + SP100 = grupos
alimentados com dieta hipercalérica e suplementados com S. platensis 25, 50 e
100 mg/kg, respectivamente; GO + Sild = grupo alimentado com dieta hipercalérica e
tratado com sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.




Souza, I. L. L. 122
Resultados

5.1.3 Avaliagcdo da massa corporal

Todos 0s grupos experimentais apresentaram massa corporal inicial
semelhante (Tabelas 8 e 9, n = 10). Entretanto, os ratos que consumiram a
dieta padrdo do grupo GC + SP50 (284,4 + 10,1 g) apresentaram massa
corporal final inferior aos ratos dos grupos GC + SP25 (354,4 + 14,3 Qg),
GC + SP100 (338,6 +12,59g) e GC + Sild (358,8 + 8,7 g), ndo diferindo do
grupo GCS (322,9 + 4,0 g) (Grafico 1 e Tabela 8, n = 10).

Além disso, o ganho de massa corporal do grupo GC + SP50
(129,1 £ 9,7 g) nao diferiu do grupo GCS (166,3 = 10,5 g), mas foi inferior aos
grupos GC + SP25 (186,2 + 10,0 g), GC + SP100 (176,8 + 10,3 g) e GC + Sild
(183,1 £ 9,2 g) (Tabela 8, n = 10).

A massa corporal final do grupo GOS (367,1 + 12,8 g) foi superior ao
grupo GCS (322,9 + 4,0 g) e aos grupos alimentados com a dieta hipercalérica
e suplementados com a S. platensis nas doses de 25 (320,7 £ 11,4 g), 50
(310,2+ 21,7 g) e 100 mg/kg (308,6 £ 9,2 g), porém, nado diferiu do grupo
tratado com a sildenafila (344,4 + 9,5 g) (Grafico 2 e Tabela 9, n = 10).

De maneira semelhante, o ganho de massa corporal do grupo GOS
(215,0 £ 11,1 g) nao diferiu do grupo GO + Sild (175,5 + 6,2 g), mas foi maior
gue nos grupos GCS (166,3 £ 10,5 g), GO + SP25 (148,6 £ 14,5 g), GO + SP50
(145,3 + 13,7 g) e GO + SP100 (143,1 + 9,6 g) (Tabela 9, n = 10).
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Gréfico 1 — Massa corporal média semanal dos ratos dos grupos GCS (H),
GC + SP25 (M), GC + SP50 (M), GC + SP100 (M) e GC + Sild (Im).
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente
(n =10). ANOVA one-way seguido do pos-teste de Tukey. @p < 0,05 (GC + SP50 vs.
GC + SP25, GC + SP100 e GC + Sild). GCS = grupo controle salina; GC + SP25,
GC + SP50 e GC + SP100 = grupos alimentados com dieta padrdao e suplementados
com S. platensis 25, 50 e 100 mg/kg, respectivamente; GC + Sild = grupo alimentado
com dieta padréo e tratado com sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.

Tabela 8 — Valores de massa corporal inicial, final e ganho de massa corporal dos
ratos dos grupos GCS, GC + SP25, GC + SP50, GC + SP100 e GC + Sild.

Massa corporal | Massa corporal Ganho de Ganho de
Grupos inicial (p) final ( F; massa massa

9 9 corporal (g) corporal (%)

GCS 1476 £ 8,4 3229+4,0 166,3 £ 10,5 1182+ 2,4
GC + SP25 168,2 £ 9,3 354,4 + 14,39 186,2 + 10,0@ 110,4 + 1,5@
GC + SP50 1574+ 4,4 2844+ 10,1 129,21+ 9,7 80,0 + 3,4*
GC + SP100 161,8+7,8 338,6 + 12,5@ 176,8 + 10,3@ 109,0 + 2,5@
GC + Sild 175,7+ 2,6 358,8 + 8,79 183,1 +9,2@ 104,5 + 1,59

ANOVA one-way seguido do pos-teste de Tukey. *p < 0,05 (GCS vs. GC + SP50) e
@p< 0,05 (GC + SP50 vs. GC+ SP25, GC + SP100 e GC+ Sild) (n = 10).
GCS =grupo controle salina; GC + SP25, GC + SP50 e GC + SP100 = grupos
alimentados com dieta padréo e suplementados com S. platensis 25, 50 e 100 mg/kg,
respectivamente; GC + Sild = grupo alimentado com dieta padrdo e tratado com
sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.
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Gréfico 2 — Massa corporal média semanal dos ratos dos grupos GCS (H), GOS (O),
GO + SP25 (@), GO + SP50 (@), GO + SP100 (®) e GO + Sild (®).
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente
(n = 10). ANOVA one-way seguido do po6s-teste de Tukey. *p < 0,05 (GCS vs. GOS) e
“p < 0,05 (GOS vs. GO + SP25, GO + SP50 e GO + SP100). GCS = grupo controle
salina; GOS = grupo obeso salina; GO + SP25, GO + SP50 e GO + SP100 = grupos
alimentados com dieta hipercalérica e suplementados com S. platensis 25, 50 e
100 mg/kg, respectivamente; GO + Sild = grupo alimentado com dieta hipercalérica e
tratado com sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.

Tabela 9 — Valores de massa corporal inicial, final e ganho de massa corporal dos
ratos dos grupos GCS, GOS, GO + SP25, GO + SP50, GO + SP100 e GO + Sild.

Ganho de Ganho de
G Massa corporal | Massa corporal
rupos inicial (g) final (g) massa massa
corporal (g) corporal (%)
GCS 147,6 £ 8,4 322,9+4,0 166,3 £ 10,5 1182+ 2,4
GOS 158,1+ 2,5 367,1+12,8* 2150+ 11,1* 132,5 + 3,0*
GO + SP25 1743+ 17,2 320,7 +11,4*% 148,6 + 14,5% 84,0 £ 2,2%
GO + SP50 166,5+5,3 310,2 + 21,7 145,3 + 13,7* 86,0 £ 1,97
GO + SP100 1745+ 10,5 308,6 + 9,27 143,1 + 9,6% 77,0+ 25%
GO + Sild 178,9+4,0 344,4+9,5 175,5+6,2 92,0+ 3,0

ANOVA one-way seguido do pés-teste de Tukey. *p < 0,05 (GCS vs. GOS) e #p < 0,05
(GOS vs. GO + SP25, GO + SP50 e GO + SP100) (n = 10). GCS = grupo controle
salina; GOS = grupo obeso salina; GO + SP25, GO + SP50 e GO + SP100 = grupos
alimentados com dieta hipercalérica e suplementados com S. platensis 25, 50 e
100 mg/kg, respectivamente; GO + Sild = grupo alimentado com dieta hipercalérica e
tratado com sildenafila. Fonte: SOUZA, 2018.
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5.2 Efeito da suplementagdo alimentar com S. platensis sobre os
coeficientes de eficacia alimentar, de conversdo alimentar e de ganho de

peso por consumo calérico

N&o foi observada diferenca no CEA, CCA e CGPCC dos ratos que
consumiram a dieta padrdo (Tabela 10, n = 10). Porém, os ratos alimentados
com a dieta hipercalérica que receberam a solucdo salina (NaCl 0,9%)
(0,22 £ 0,01) apresentaram CEA superior ao grupo GCS (0,12 + 0,01) e aos
ratos que consumiram a dieta hipercalodrica e foram suplementados com 25
(0,11 £ 0,01), 50 (0,14 £ 0,02) ou 100 mg/kg da alga (0,13 + 0,01) ou tratados
com sildenafila (0,15 = 0,01) (Tabela 11, n = 10).

Além disso, o grupo GOS (4,8 + 0,3) apresentou CCA inferior ao grupo
GCS (8,4+0,6) e aos grupos que consumiram a dieta hipercalorica e
receberam suplementacdo com a alga, GO + SP25 (9,6 +0,8), GO + SP50
(79+ 1,5) e GO + SP100 (7,8 £0,7), ndo diferindo do grupo tratado com
sildenafila (6,8 + 0,4) (Tabela 11, n = 10).

O CGPCC dos grupos GOS (0,05+0,01g/kcal) e GO + Sild
(0,06 + 0,03 g/kcal) foi superior ao grupo GCS (0,03 + 0,01 g/kcal). Esse
coeficiente foi reduzido nos ratos alimentados com a dieta hipercal6rica e
suplementados com S. platensis nas doses de 25 (0,03 £ 0,01 g/kcal), 50
(0,03 £ 0,01 g/kcal) e 100 mg/kg (0,03 £ 0,01 g/kcal) quando comparado ao
grupo GOS (Tabela 11, n = 10).
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Tabela 10 — Valores de CEA, CCA e CGPCC dos ratos dos grupos GCS, GC + SP25,
GC + SP50, GC + SP100 e GC + Sild.

Grupos | CEA ‘ CCA | CGPCC (g/kcal)
GCS 0,12 £ 0,01 8,4+0,6 0,03+0,01
GC + SP25 0,14 + 0,01 74104 0,04 + 0,01
GC + SP50 0,12 £ 0,01 8,9+0,7 0,03+0,01
GC + SP100 0,14 £ 0,01 7,8+0,6 0,05 + 0,02
GC + Sild 0,13+0,01 8,6 0,5 0,03+0,01

CEA = coeficiente de eficacia alimentar; CCA = coeficiente de conversao alimentar;
CGPCC = coeficiente de ganho de peso por consumo calérico; GCS = grupo controle
salina; GC + SP25, GC + SP50 e GC + SP100 = grupos alimentados com dieta padrao
e suplementados com S. platensis 25, 50 e 100 mg/kg, respectivamente;
GC + Sild = grupo alimentado com dieta padréo e tratado com sildenafila (n = 10).

Fonte: SOUZA, 2018.

Tabela 11 - Valores de CEA, CCA e CGPCC dos ratos dos grupos GCS, GOS,
GO + SP25, GO + SP50, GO + SP100 e GO + Sild.

Grupos | CEA | CCA | cePcc (glkeal)
GCS 0,12 0,01 8,4+0,6 0,03+ 0,01
GOS 0,22 + 0,01 4.8+ 0,3* 0,05 + 0,01*

GO + SP25 0,11 + 0,01* 9,6 0,8 0,03 + 0,01*
GO + SP50 0,14 + 0,02% 7.9+ 1,5 0,03 + 0,01*
GO + SP100 0,13 £ 0,01* 7.8+07* 0,03 + 0,01*

GO + Sild 0,15 + 0,01* 6,8+0,4 0,06 + 0,03*

ANOVA one-way seguido do pos-teste de Tukey. *p< 0,05 (GCS vs. GOS e
GO + Sild) e *p < 0,05 (GOS vs. GO + SP25, GO + SP50, GO + SP100 e GO + Sild)
(n = 10). CEA = coeficiente de eficacia alimentar; CCA = coeficiente de conversao
alimentar; CGPCC = coeficiente de ganho de peso por consumo cal6rico;
GCS = grupo controle salina; GOS = grupo obeso salina; GO + SP25, GO + SP50 e
GO + SP100 = grupos alimentados com dieta hipercaldrica e suplementados com
S. platensis 25, 50 e 100 mg/kg, respectivamente; GO + Sild = grupo alimentado com
dieta hipercaldrica e tratado com sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.
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5.3 Efeito da suplementacao alimentar com S. platensis sobre parametros
da obesidade experimental

5.3.1 Parametros murinométricos

Nos ratos alimentados com a dieta padrdo, o comprimento nasoanal do
grupo GC + SP50 (22,9 +0,4cm) foi inferior aos grupos GC + SP25
(24,4 +£0,3cm) e GC + Sild (24,5 +0,2 cm), ndo diferindo dos grupos GCS
(23,2+ 0,4 cm) e GC + SP100 (23,2 £ 0,4 cm) (Tabela 12, n = 10). Além disso,
o grupo GOS (24,8 + 0,3 cm) apresentou comprimento nasoanal maior que o
grupo GCS (23,2 £0,4 cm) e menor que 0s grupos alimentados com a dieta
hipercalérica e suplementados com S. platensis nas doses de 25
(23,4 £ 0,3 cm), 50 (23,2 £ 0,4 cm) e 100 mg/kg (23,2 = 0,2 cm), n&o diferindo
do grupo tratado com sildenafila (24,5 + 0,2 cm) (Tabela 13, n = 10).

N&o foi observada diferenca no indice de Lee dos grupos experimentais
(Tabelas 12 e 13, n = 10). Entre os ratos alimentados com a dieta padréao, o
IMC apresentou variagdo apenas no grupo GC + SP50 (0,53 + 0,01 g/cm?),
onde foi inferior aos grupos GC + SP100 (0,61 + 0,02 g/cm?) e GC + Sild
(0,60 + 0,01 g/cm?), ndo diferindo dos grupos GCS (0,58 + 0,01 g/cm?) e
GC + SP25 (0,57 £0,01 g/cm?). Apesar disso, o IMC dos grupos que
consumiram a dieta hipercaldrica ndo variou (Tabelas 12 e 13, n = 10).

A circunferéncia abdominal dos ratos alimentados com a dieta padrao do
grupo GCS (17,4 + 0,6 cm) nao diferiu da medida obtida nos grupos
GC +SP25 (17,4+0,4cm), GC + SP50 (16,4 + 0,4 cm) e GC + SP100
(17,4 £ 0,5 cm), entretanto, foi reduzida no grupo GC + Sild (14,8 £ 0,4 cm).
Além disso, o grupo GC + Sild também apresentou circunferéncia abdominal
inferior aos grupos GC + SP25 e GC + SP100 (Tabela 14, n = 10).

A circunferéncia toracica foi semelhante nos ratos alimentados com a
dieta padréo (Tabela 12, n = 10). Porém, a relacdo entre a circunferéncia
abdominal/toracica do grupo GC + Sild (1,0 + 0,02) foi inferior aos grupos GCS
(1,2 £ 0,01), GC + SP25 (1,2 £ 0,03) e GC + SP100 (1,2 £ 0,04), néo diferindo
do grupo GC + SP50 (1,1 + 0,02) (Tabela 14, n = 10).

Analisando o0s ratos que consumiram a dieta hipercaldrica, a

circunferéncia abdominal do grupo GOS (17,2 £ 0,4 cm) foi semelhante ao
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grupo GCS (17,4 +£0,6 cm). Quando os ratos foram suplementados com
S. platensis nas doses de 25 (15,5 + 0,2 cm) e 100 mg/kg (15,4 = 0,2 cm) ou
tratados com sildenafila (15,6 £ 0,2 cm), observou-se uma reducédo nessa
medida em relacdo a ambos grupos GCS e GOS, mas, nao houve alteracéo na
circunferéncia abdominal do grupo GO + SP50 (17,0 £ 0,3 cm). Além disso, os
ratos do grupo GO + SP50 apresentaram essa circunferéncia superior ao grupo
GO + SP100 (Tabela 15, n = 10).

A circunferéncia toracica do grupo GOS (15,2 £0,4 cm) também foi
semelhante ao grupo GCS (15,8 £ 0,3 cm). Entretanto, houve reducdo nessa
medida nos ratos alimentados com a dieta hipercal6rica e suplementados com
S. platensis dos grupos GO + SP25 (13,8 + 0,1 cm), GO + SP50
(14,2 +0,2cm) e GO + SP100 (14,1 £ 0,3 cm), assim como no grupo tratado
com sildenafila (14,2 + 0,2 cm), em comparacdo aos grupos GCS e GOS
(Tabela 15, n = 10). Apesar disso, a relagao circunferéncia abdominal/toracica
nao diferiu entre os grupos GCS (1,2 + 0,01), GOS (1,2 + 0,01), GO + SP25
(1,1 +£0,02), GO + SP50 (1,2 £0,01), GO + SP100 (1,1 £ 0,02) e GO + Sild
(1,1 £ 0,02) (Tabela 15, n = 10).
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Tabela 12 — Valores de comprimento nasoanal, do indice de Lee e do IMC dos ratos
dos grupos GCS, GC + SP25, GC + SP50, GC + SP100 e GC + Sild.

indice de Lee

Comprimento

nasoanal (cm) (g/cm) IMC (g/em?)

GCS 23,2+0,4 0,29 £ 0,01 0,58 + 0,01
GC + SP25 24,4 +0,3@ 0,29 £ 0,01 0,57 + 0,01
GC + SP50 229+0/4 0,28 +£ 0,01 0,53 +0,01
GC + SP100 23,2+04 0,30 £ 0,01 0,61+ 0,029
GC + Sild 24,5 +0,2@ 0,29 +£ 0,01 0,60 + 0,01@

ANOVA one-way seguido do poés-teste de Tukey. @p< 0,05 (GC + SP50 vs.
GC + SP25, GC + SP100 e GC + Sild) (n = 10). IMC = indice de massa corporal;
GCS =grupo controle salina; GC + SP25, GC + SP50 e GC + SP100 = grupos
alimentados com dieta padréo e suplementados com S. platensis 25, 50 e 100 mg/kg,
respectivamente; GC + Sild = grupo alimentado com dieta padrdo e tratado com
sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.

Tabela 13 — Valores de comprimento nasoanal, do indice de Lee e do IMC dos ratos
dos grupos GCS, GOS, GO + SP25, GO + SP50, GO + SP100 e GO + Sild.

indice de Lee

Comprimento

nasoanal (cm) (g/cm) IMC (g/em?)

GCSs 232+04 0,29+0,01 0,58 0,01
GOS 24,8 + 0,3* 0,29+0,01 0,60 £ 0,01
GO + SP25 23,4 +0,3* 0,29 + 0,01 0,58 + 0,02
GO + SP50 23,2+ 0,4% 0,28 + 0,01 0,55+ 0,02
GO + SP100 23,2+ 0,2% 0,29+0,01 0,60 = 0,02
GO + Sild 24,5+0,2 0,28 £ 0,01 0,57 + 0,01

ANOVA one-way seguido do pds-teste de Tukey. *p < 0,05 (GCS vs. GOS) e “p < 0,05
(GOS vs. GO + SP25, GO + SP50 e GO + SP100) (n = 10). IMC = indice de massa
corporal; GCS = grupo controle salina; GOS = grupo obeso salina; GO + SP25,
GO +SP50 e GO + SP100 = grupos alimentados com dieta hipercal6rica e
suplementados com S. platensis 25, 50 e 100 mg/kg, respectivamente;
GO + Sild = grupo alimentado com dieta padréo e tratado com sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.
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Tabela 14 - Valores de circunferéncia abdominal, toracica e da relagdo circunferéncia
abdominal/toracica dos ratos dos grupos GCS, GC + SP25, GC + SP50, GC + SP100
e GC + Sild.

Circunferéncia
abdominal/toracica

Circunferéncia
toracica (cm)

Circunferéncia

abdominal (cm)

GCS 17,4+ 0,6 158+ 0,3 1,2+ 0,01
GC + SP25 17,4 £ 0,4 15,1£0,7 1,2+0,03
GC + SP50 16,4 £ 0,4 14,8 £ 0,4 1,1+ 0,02
GC + SP100 17,4+ 0,5 14,4+ 0,2 1,2 + 0,04’

GC + Sild 14,8 £ 0,4* 14,2 £0,2 1,0 + 0,02*

ANOVA one-way seguido do pés-teste de Tukey. *p < 0,05 (GCS vs. GC + Sild)
e 'p<0,05 (GC + Sild vs. GC + SP25 e GC + SP100) (n = 10). GCS = grupo controle
salina; GC + SP25, GC + SP50 e GC + SP100 = grupos alimentados com dieta padrao
e suplementados com S. platensis 25, 50 e 100 mg/kg, respectivamente;
GC + Sild = grupo alimentado com dieta padréo e tratado com sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.
Tabela 15 - Valores de circunferéncia abdominal, toracica e da relacéo circunferéncia

abdominal/toracica dos ratos dos grupos GCS, GOS, GO + SP25, GO + SP50,
GO + SP100 e GO + Sild.

Circunferéncia
abdominal/toracica

Circunferéncia
toracica (cm)

Circunferéncia

abdominal (cm)

GCS 17,4+0,6 15,8+0,3 1,2+0,01
GOS 17,2+0,4 152+0,4 1,2+0,01
GO + SP25 15,5+ 0,2 13,8 £ 0,1* 1,1+0,02
GO + SP50 17,0+ 0,3 14,2 + 0,2** 1,2+0,01
GO + SP100 15,4 + 0,2*% 14,1 + 0,3** 1,1+0,02
GO + Sild 15,6 + 0,2** 14,2 + 0,2** 1,1+0,02

ANOVA one-way seguido do poés-teste de Tukey. *p < 0,05 (GCS vs. GO + SP25,
GO + SP50, GO + SP100 e GO + Sild); #p < 0,05 (GOS vs. GO + SP25, GO + SP50,
GO + SP100 e GO + Sild) e ®p < 0,05 (GO + SP50 vs. GO + SP100) (n = 10).
GCS = grupo controle salina; GOS = grupo obeso salina; GO + SP25, GO + SP50 e
GO + SP100 = grupos alimentados com dieta hipercaldrica e suplementados com
S. platensis 25, 50 e 100 mg/kg, respectivamente; GO + Sild = grupo alimentado com
dieta hipercaldrica e tratado com sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.
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5.3.2 Massa dos depdésitos de tecido adiposo

Nos ratos alimentados com a dieta padrdao, a massa do tecido adiposo
epididimal do grupo GCS (1,0 = 0,1 ¢/100 g) ndo foi alterada pela
suplementacao alimentar com S. platensis nas doses de 25 (1,3 £ 0,1 g/100 g),
50 (1,0 £ 0,1 g/100 g) e 100 mg/kg (1,1 + 0,05 g/100 g) ou pelo tratamento com
sildenafila (1,2 + 0,1 ¢/100 g) (Figura 16 e Grafico 3A, n=10).
Semelhantemente, o grupo GCS (2,1 £ 0,2 g/100 g) apresentou massa do
tecido adiposo retroperitoneal similar aos grupos GC + SP25
(2,1+0,19/100g), GC+SP50 (1,6 + 0,2 g¢/100 g), GC + SP100
(1,6 £0,1 g/100 g) e GC + Sild (1,9 +0,1 g/100 g) (Figura 16 e Gréfico 3B,
n = 10). Entretanto, a massa do tecido adiposo inguinal foi reduzida no grupo
GC + SP100 (1,0+0,050/100 g) quando comparado aos grupos GCS
(1,6 £0,19/100g), GC + SP25 (1,4+0,19/100g) e GC + Sid
(1,4 £ 0,1 g/100 g), néo diferindo do GC + SP50 (1,2 £ 0,1 g/100 g) (Figura 16 e
Grafico 3C, n = 10).

Nos ratos que consumiram a dieta hipercal6rica, a massa do tecido
adiposo epididimal dos grupos GOS (2,0 £ 0,1 g/100 g) e GO + Sild
(2,0 £ 0,1 g/100 g) foi superior ao grupo GCS (1,0 + 0,1 g/100 g), nao diferindo
dos grupos GO + SP25 (1,6 + 0,1 g/100 g), GO + SP50 (1,6 £ 0,2 g/100 g) e
GO + SP100 (1,5 £ 0,1 g/100 g) (Figura 17 e Grafico 4A, n = 10). Além disso, a
massa do tecido adiposo retroperitoneal do grupo GOS (3,5 + 0,3 g/100 g) foi
superior ao grupo GCS (2,1 + 0,2 g/100 g). A suplementacédo alimentar com
S. platensis nas doses de 25 (2,6 +£0,3 g/100g), 50 (2,3 + 0,3 g/100 g) e
100 mg/kg (2,5+0,3 ¢g/100 g) ou o tratamento com sildenafila
(2,6 £ 0,2 g/100 g) ndo alterou a massa dessa reserva adiposa (Figura 17 e
Grafico 4B, n = 10). Ademais, a massa de tecido adiposo inguinal foi
aumentada no grupo GOS (2,4 + 0,2 g/100 g) quando comparado ao grupo
GCS (1,6 £ 0,1 g/100 g), ndo apresentando diferenca para o grupo GO + Sild
(2,0 £0,2 g/100g). Porém, a suplementacdo com a alga nas doses de 25
(12,7 £0,29/100g), 50 (1,6 £0,1 g/100 g) e 100 mg/kg (1,5+0,1g/100 Q)
preveniu o aumento nesse depdsito adiposo quando comparado ao grupo GOS
(Figura 17 e Gréfico 4C, n = 10).
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Figura 16 — Tecido adiposo epididimal (seta vermelha), retroperitoneal (seta azul) e
inguinal (seta verde) dos ratos dos grupos GCS (A), GC + SP25 (B), GC + SP50 (C),
GC + SP100 (D) e GC + Sild (E).

(Continua)
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(Continuacao)

GCS = grupo controle salina; GC + SP25, GC + SP50 e GC + SP100 = grupos
alimentados com dieta padrédo e suplementados com S. platensis 25, 50 e 100 mg/kg,
respectivamente; GC + Sild = grupo alimentado com dieta padrdo e tratado com
sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.
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Gréfico 3 — Massa dos tecidos adiposos epididimal (A), retroperitoneal (B) e inguinal
(C) dos ratos dos grupos GCS, GC + SP25, GC + SP50, GC + SP100 e GC + Sild.
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As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente
(n =10). ANOVA one-way seguido do pés-teste de Tukey. *p < 0,05 (GCS vs.
GC + SP100); %p < 0,05 (GC + SP25 vs. GC + SP100) e 'p < 0,05 (GC + Sild vs.
GC + SP100). GCS = grupo controle salina; GC + SP25, GC + SP50 e GC + SP100
= grupos alimentados com dieta padrdo e suplementados com S. platensis 25, 50 e
100 mg/kg, respectivamente; GC + Sild = grupo alimentado com dieta padréo e tratado
com sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.
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Figura 17 — Tecido adiposo epididimal (seta vermelha), retroperitoneal (seta azul) e
inguinal (seta verde) dos ratos dos grupos GCS (A), GOS (B), GO + SP25 (C),
GO + SP50 (D), GO + SP100 (E) e GO + Sild (F).

(Continua)



Souza, I. L. L. 136
Resultados

(Continuacao)

GCS = grupo controle salina; GOS = grupo obeso salina; GO + SP25, GO + SP50 e
GO + SP100 = grupos alimentados com dieta hipercaldrica e suplementados com
S. platensis 25, 50 e 100 mg/kg, respectivamente; GO + Sild = grupo alimentado com
dieta hipercaldrica e tratado com sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.
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Gréfico 4 — Massa dos tecidos adiposos epididimal (A), retroperitoneal (B) e inguinal
(C) dos ratos dos grupos GCS, GOS, GO + SP25, GO + SP50, GO + SP100 e
GO + Sild.
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As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente
(n = 10). ANOVA one-way seguido do pds-teste de Tukey. *p < 0,05 (GCS vs. GOS e
GO + Sild) e *p < 0,05 (GOS vs. GO + SP25, GO + SP50 e GO + SP100).
GCS = grupo controle salina; GOS = grupo obeso salina; GO + SP25, GO + SP50 e
GO + SP100 =grupos alimentados com dieta hipercalérica e suplementados com
S. platensis 25, 50 e 100 mg/kg, respectivamente; GO + Sild = grupo alimentado com
dieta hipercaldrica e tratado com sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.
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5.3.3 Indice de adiposidade

Nos ratos alimentados com a dieta padrdo, o grupo GCS (1,5 + 0,1)
apresentou indice de adiposidade semelhante aos grupos GC + SP25
(1,4+0,1), GC + SP50 (1,5% 0,1) e GC + Sild (1,3 £ 0,06). Porém, o grupo
GC + SP100 (1,0 £ 0,1) apresentou reducdo nesse indice quando comparado
aos grupos GCS, GC + SP25 e GC + SP50 (Gréfico 5, n = 10).

Os ratos que consumiram a dieta hipercalorica e receberam a solucao
salina (NaCl 0,9%) (2,2 £ 0,1) apresentaram indice de adiposidade superior ao
grupo GCS (1,5 + 0,1) e aos ratos que consumiram a dieta hipercalorica e
foram suplementados com S. platensis nas doses de 25 (1,6 + 0,1), 50
(1,6 £0,1) e 100 mg/kg (1,6 £ 0,2), ndo diferindo dos ratos tratados com
sildenafila (1,9 £ 0,1). Estes grupos suplementados com a alga, por sua vez,

ndo apresentaram diferenca em relacéo ao grupo GCS (Gréfico 6, n = 10).
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Grafico 5 — Indice de adiposidade dos ratos dos grupos GCS, GC + SP25,
GC + SP50, GC + SP100 e GC + Sild.
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As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente
(n =10). ANOVA one-way seguido do poés-teste de Tukey. *p < 0,05 (GCS vs.
GC + SP100); %p < 0,05 (GC + SP25 vs. GC + SP100) e @p < 0,05 (GC + SP50 vs.
GC + SP100). GCS = grupo controle salina; GC + SP25, GC + SP50 e GC + SP100
= grupos alimentados com dieta padrdo e suplementados com S. platensis 25, 50 e
100 mg/kg, respectivamente; GC + Sild = grupo alimentado com dieta padrao e tratado
com sildenafila.

indice de adiposidade

Fonte: SOUZA, 2018.

Gréafico 6 — Indice de adiposidade dos ratos dos grupos GCS, GOS, GO + SP25,
GO + SP50, GO + SP100 e GO + Sild.
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As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente
(n = 10). ANOVA one-way seguido do pOs-teste de Tukey. *p < 0,05 (GCS vs. GOS) e
*p < 0,05 (GOS vs. GO + SP25, GO + SP50 e GO + SP100). GCS = grupo controle
salina; GOS = grupo obeso salina; GO + SP25, GO + SP50 e GO + SP100 = grupos
alimentados com dieta hipercalérica e suplementados com S. platensis 25, 50 e
100 mg/kg, respectivamente; GO + Sild = grupo alimentado com dieta padréo e tratado
com sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.
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5.3.4 Morfometria do tecido adiposo

Nos ratos alimentados com a dieta padrdo, o diametro dos adipdcitos do
tecido adiposo epididimal do grupo GCS (85,7 + 4,7 ym) nao foi alterado pela
suplementacao alimentar com S. platensis nas doses de 25 (82,9 + 2,7 ym), 50
(81,0 £ 2,8 ym) e 100 mg/kg (86,0 £ 2,5 um) ou pelo tratamento com sildenafila
(85,6 £ 5,1 ym) (Figura 18 e Grafico 7A, n =5). Semelhantemente, o grupo
GCS (100,4 + 2,9 um) apresentou didametro dos adipécitos do tecido adiposo
retroperitoneal similar aos grupos GC + SP25 (92,7 +2,0 ym), GC + SP50
(91,2 +£2,2 ym), GC + SP100 (91,7 £ 2,2 ym) e GC + Sild (93,2 + 3,9 ym)
(Figura 18 e Grafico 7B, n = 5). Entretanto, o didmetro dos adipécitos do tecido
adiposo inguinal foi reduzido nos ratos suplementados com 100 mg/kg da alga
(62,3+1,6 um) quando comparado aos grupos GCS (77,8+3,6 um),
GC + SP25 (78,8 £ 2,7 um) e GC + Sild (80,2 £ 2,0 um), ndo diferindo do grupo
GC + SP50 (72,7 £ 2,2 ym) (Figura 18 e Grafico 7C, n = 5).

Nos ratos que consumiram a dieta hipercaldrica, o didametro dos
adipécitos do tecido adiposo epididimal do grupo GOS (99,6 + 2,1 um) foi
superior ao observado no grupo GCS (85,7 + 4,7 um), ndo diferindo dos grupos
GO + SP25 (93,8+3,2 ym), GO +SP50 (97,5+2,7 uym), GO + SP100
(97,2 +2,2 um) e GO + Sild (94,7 + 3,2 um) (Figura 19 e Grafico 8A, n = 5).
Além disso, o diametro dos adipdécitos do tecido adiposo retroperitoneal do
grupo GOS (130,5 £ 4,5 um) foi superior ao grupo GCS (100,4 = 3,9 um). A
suplementacdo com S. platensis nas doses de 25 (109,8 4,5 um), 50
(111,1 £ 5,2 ym) e 100 mg/kg (109,5 + 4,7 um) ou o tratamento com sildenafila
(114,5+£ 8,2 ym) nao alteraram o didmetro dos adipdcitos dessa reserva
adiposa (Figura 19 e Grafico 8B, n = 5). Ademais, o diametro dos adipocitos do
tecido adiposo inguinal foi aumentado no grupo GOS (102,7 + 2,6 ym) quando
comparado ao grupo GCS (77,8 £ 3,6 um), ndo apresentando diferenga para o
grupo GO + Sild (88,3 +5,1 ym). Porém, a suplementacdo com S. platensis
nas doses de 25 (75,1%x5,1um), 50 (75,0+2,3 um) e 100 mg/kg
(71,6 £ 4,0 ym) preveniu o aumento do didmetro dos adipdcitos desse depdsito
adiposo nos ratos que consumiram a dieta hipercalérica quando comparado ao
grupo GOS (Figura 19 e Grafico 8C, n = 5).
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Figura 18 — Microfotografia dos adipécitos epididimal, retroperitoneal e inguinal dos
ratos dos grupos GCS (A), GC + SP25 (B), GC + SP50 (C), GC + SP100 (D) e
GC + Sild (E).
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(Continuacao)
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Aumento na objetiva de 20x (n = 5). GCS = grupo controle salina; GC + SP25,
GC + SP50 e GC + SP100 = grupos alimentados com dieta padrdo e suplementados
com S. platensis 25, 50 e 100 mg/kg, respectivamente; GC + Sild = grupo alimentado
com dieta padréo e tratado com sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.
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Gréfico 7 — Diametro dos adipécitos dos tecidos adiposos epididimal (A),
retroperitoneal (B) e inguinal (C) dos ratos dos grupos GCS, GC + SP25, GC + SP50,
GC + SP100 e GC + Sild.
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As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente
(n=5). ANOVA one-way seguido do pOs-teste de Tukey. *p < 0,05 (GCS vs.
GC + SP100); 5p < 0,05 (GC + SP25 vs. GC + SP100) e 'p < 0,05 (GC + Sild vs.
GC + SP100). GCS = grupo controle salina; GC + SP25, GC + SP50 e GC + SP100
= grupos alimentados com dieta padrdo e suplementados com S. platensis 25, 50 e
100 mg/kg, respectivamente; GC + Sild = grupo alimentado com dieta padrédo e tratado
com sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.
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Figura 19 — Microfotografia dos adipécitos epididimal, retroperitoneal e inguinal dos
ratos dos grupos GCS (A), GOS (B), GO + SP25 (C), GO + SP50 (D), GO + SP100 (E)
e GO + Sild (F).
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Aumento na objetiva de 20x (n = 5). GCS = grupo controle salina; GOS = grupo obeso
salina; GO + SP25, GO + SP50 e GO + SP100 = grupos alimentados com dieta
hipercalérica e suplementados com S. platensis 25, 50 e 100 mg/kg, respectivamente;
GO + Sild = grupo alimentado com dieta hipercalérica e tratado com sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.
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Gréafico 8 — Diametro dos adipécitos dos tecidos adiposos epididimal (A),
retroperitoneal (B) e inguinal (C) dos ratos dos grupos GCS, GOS, GO + SP25,
GO + SP50, GO + SP100 e GO + Sild.
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As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente
(n =5). ANOVA one-way seguido do pés-teste de Tukey. *p < 0,05 (GCS vs. GOS) e
*p < 0,05 (GOS vs. GO + SP25, GO + SP50 e GO + SP100). GCS = grupo controle
salina; GOS = grupo obeso salina; GO + SP25, GO + SP50 e GO + SP100 = grupos
alimentados com dieta hipercalérica e suplementados com S. platensis 25, 50 e
100 mg/kg, respectivamente; GO + Sild = grupo alimentados com dieta hipercalérica e
tratado com sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.
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5.4 Efeito da suplementacgédo alimentar com S. platensis sobre parametros

bioquimicos

Nado foram observadas diferencas nos parametros bioquimicos de
glicose, trigliceridios, colesterol total e fracdo de HDL-c e LDL-c dos ratos que

consumiram as dietas padréo ou hipercalorica (Tabelas 16 e 17, n = 10).
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Tabela 16 — Parametros bioquimicos dos ratos dos grupos GCS, GC + SP25,
GC + SP50, GC + SP100 e GC + Sild.

STEE Glicose Trigliceridios Colesterol HDL-c LDL-c
(mg/dL) (mg/dL) total (mg/dL) | (mg/dL) | (mg/dL)
GCS 86,945 675+25 53,2+ 3,4 174+£24 149x16
GC+SP25 88,1+£2,3 66,0 + 6,0 44,3+ 2,8 18,3+2,1 14,4x3,0
GC +SP50 86,7%3,5 68,0+ 7,2 48,0+ 3,4 19,7+1,7 155+24
GC + SP100 78,835 61,5+4,7 49,8+ 3,1 172+1,3 18,2%x29
GC + Sild 84,3+3,4 69,0+ 4,1 49,8 + 3,9 16,2+1,1 159%28

HDL-c = fracdo de lipoproteina de alta densidade; LDL-c = fragdo de lipoproteina de
baixa densidade; GCS = grupo controle salina; GC + SP25, GC + SP50 e GC + SP100
= grupos alimentados com dieta padrdo e suplementados com S. platensis 25, 50 e
100 mg/kg, respectivamente; GC + Sild = grupo alimentado com dieta padrao e tratado
com sildenafila (n = 10). Fonte: SOUZA, 2018.

Tabela 17 — Paradmetros bioquimicos dos ratos dos grupos GCS, GOS, GO + SP25,
GO + SP50, GO + SP100 e GO + Sild.

Eripee Glicose Trigliceridios Colesterol HDL-c LDL-c
(mg/dL) (mg/dL) total (mg/dL) | (mg/dL) (mg/dL)

GCS 86,9+4,5 67525 53,2+ 3,4 174+24 149x1,6
GOS 91,4+ 3,1 80,7+7,2 53,0+ 3,1 170+£1,8 14,320
GO +SP25 86,2+2,6 65,5+6,4 41,3+5,7 158+2,0 129x23
GO +SP50 89,7+4,8 67,2+4.8 48,3+1,9 16,3+1,0 135%1,7
GO +SP100 87,2+2,3 62,0+ 3,4 50,7 £ 6,2 175+1,1 140x19
GO + Sild 85,624 64,8 + 8,9 47,3+ 4,6 152+1,1 13,0x2.2

HDL-c = fracdo de lipoproteina de alta densidade; LDL-c = fracao de lipoproteina de
baixa densidade; GCS = grupo controle salina; GOS = grupo obeso salina;
GO + SP25, GO + SP50 e GO + SP100 = grupos alimentados com dieta hipercalérica
e suplementados com S. platensis 25, 50 e 100 mg/kg, respectivamente;
GO + Sild = grupo alimentado com dieta hipercalérica e tratado com sildenafila
(n = 10). Fonte: SOUZA, 2018.
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5.5 Efeito da suplementagdo alimentar com S. platensis sobre a eregéo
peniana induzida pela R-(-)-apomorfina

N&o foi observada diferenca no nimero de ere¢des penianas e na
laténcia para a erecdo entre os grupos alimentados com a dieta padrdo
(Gréfico 9, n = 6).

O numero de erecdes penianas do grupo GCS (2,5 + 0,2) foi superior ao
grupo GOS (0,5 £ 0,2). Quando os ratos consumiram a dieta hipercalorica e
foram suplementados com S. platensis nas doses de 25 (1,2 £ 0,3) e 50 mg/kg
(1,5+0,2) ndo foi observada diferenca para o grupo GOS, porém 0 grupo
GO + SP25 apresentou menos erecfes penianas que o grupo GCS. Ademais,
0os grupos GO + SP100 (1,7 £ 0,3) e GO + Sild (1,7 £ 0,2) aumentaram 0
namero de erecdes penianas quando comparado ao grupo GOS, nao diferindo
do grupo GCS (Gréfico 10A, n = 6).

A laténcia para obter a erecdo peniana no grupo GOS (23,5 = 3,1 min)
foi superior ao grupo GCS (12,8 £ 1,9 min). Nos ratos alimentados com a dieta
hipercalérica, em relacdo ao grupo GOS, esse parametro ndo foi alterado pela
suplementacdo com 25 mg/kg da alga (15,8 £ 2,9 min), mas foi reduzido pela
suplementacdo com S. platensis nas doses de 50 (9,3 = 2,6 min) e 100 mg/kg
(9,8 £ 1,1 min) ou pelo tratamento com sildenafila (7,0 £ 0,4 min), ndo diferindo
do grupo GCS (Gréfico 10B, n = 6).
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Gréfico 9 — Numero de erecdes penianas (A) e laténcia para a erecdo peniana (B) dos
ratos dos grupos GCS, GC + SP25, GC + SP50, GC + SP100 e GC + Sild.
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As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente
(n =6). GCS = grupo controle salina; GC + SP25, GC + SP50 e GC + SP100 = grupos
alimentados com dieta padrédo e suplementados com S. platensis 25, 50 e 100 mg/kg,
respectivamente; GC + Sild = grupo alimentado com dieta padrdo e tratado com
sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.
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Gréfico 10 — Numero de erecbes penianas (A) e laténcia para a erecdo peniana (B)
dos ratos dos grupos GCS, GOS, GO + SP25, GO + SP50, GO + SP100 e GO + Sild.
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As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente
(n =6). ANOVA one-way seguido do pés-teste de Tukey. *p < 0,05 (GCS vs. GOS e
GO + SP25) e *p < 0,05 (GOS vs. GO + SP50, GO + SP100 e GO + Sild).
GCS = grupo controle salina; GOS = grupo obeso salina; GO + SP25, GO + SP50 e
GO + SP100 =grupos alimentados com dieta hipercalérica e suplementados com
S. platensis 25, 50 e 100 mg/kg, respectivamente; GO + Sild = grupo alimentado com
dieta hipercalérica e tratado com sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.
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5.5.1 Correlagdo entre os parametros da obesidade experimental e a
funcéo erétil dos ratos Wistar

A correlacdo negativa do niamero de erecbes penianas com a massa
corporal final (r = -0,22; p = 0,20) e a massa relativa dos tecidos adiposos
epididimal (r = -0,32; p = 0,06), retroperitoneal (r = -0,28; p = 0,09) e inguinal
(r= -0,21; p = 0,22) ndo foi significante. Entretanto, observou-se uma
correlacdo negativa moderada do nimero de erecdes penianas com o indice
de adiposidade (r = -0,43; p = 0,01) e o ganho de massa corporal (r = -0,48;
p = 0,01) (Gréfico 11, n = 6).

A correlacdo positiva da laténcia para a ere¢cdo peniana com a massa
corporal final (r = 0,32; p = 0,06) e a massa relativa dos tecidos adiposos
epididimal (r = 0,03; p = 0,86), retroperitoneal (r = 0,33; p =0,06) e inguinal
(r=0,16; p = 0,36) nao foi significante. Entretanto, observou-se uma correlacéo
positiva fraca da laténcia para obter a erecdo peniana com o indice de
adiposidade (r = 0,37; p= 0,03) e o ganho de massa corporal (r=0,30;
p = 0,02) (Gréfico 12, n = 6).
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Gréfico 11 — Correlacdo entre o nimero de erecdes penianas e a massa corporal final
(A), a massa dos tecidos adiposos epididimal (B), retroperitoneal (C) e inguinal (D), o
indice de adiposidade (E) e o ganho de massa corporal (F) dos ratos dos grupos GCS,
GOS, GO + SP25, GO + SP50, GO + SP100 e GO + Sild.
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GCS = grupo controle salina; GOS = grupo obeso salina; GO + SP25, GO + SP50 e
GO + SP100 =grupos alimentados com dieta hipercalérica e suplementados com
S. platensis 25, 50 e 100 mg/kg, respectivamente; GO + Sild = grupo alimentado com
dieta hipercaldrica e tratado com sildenafila (n = 6).

Fonte: SOUZA, 2018.




Souza, I. L. L. 154
Resultados

Gréfico 12 — Correlacdo entre a laténcia para a ere¢do peniana e a massa corporal
final (A), a massa dos tecidos adiposos epididimal (B), retroperitoneal (C) e inguinal
(D), o indice de adiposidade (E) e o ganho de massa corporal (F) dos ratos dos grupos
GCS, GOS, GO + SP25, GO + SP50, GO + SP100 e GO + Sild.
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GCS = grupo controle salina; GOS = grupo obeso salina; GO + SP25, GO + SP50 e
GO + SP100 =grupos alimentados com dieta hipercalérica e suplementados com
S. platensis 25, 50 e 100 mg/kg, respectivamente; GO + Sild = grupo alimentado com
dieta hipercaldrica e tratado com sildenafila (n = 6).

Fonte: SOUZA, 2018.
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5.6 Efeito da suplementacdo alimentar com S. platensis sobre a
reatividade contratil do corpo cavernoso isolado de rato

5.6.1 Efeito da suplementacdo com S. platensis sobre o acoplamento

eletromecanico de contracdo do corpo cavernoso isolado de rato

5.6.1.1 Efeito da suplementacdo com S. platensis sobre a curva

cumulativa de KCI

Nos ratos alimentados com a dieta padrdo, a suplementacdo com
S. platensis na dose de 100 mg/kg reduziu a eficacia do agente contratil KClI,
conforme o valor de Emax foi reduzido de 100% (GCS) para 62,0 £ 7,3%.
Entretanto, as curvas cumulativas ao KCI obtidas para os grupos GC + SP25
(Emax =98,0 + 5,8%), GC+ SP50 (Emax = 106,0+9,3%) e GC + Sild
(Emax = 92,4 + 13,3%) apresentaram eficacia contratii semelhante ao grupo
GCS. Além disso, nao foi observada diferenca quanto a poténcia do agente
contrétil, conforme os valores de pD2 dos grupos GC + SP25 (pD2=1,5 + 0,01),
GC + SP50 (pD2= 1,4 £ 0,02), GC + SP100 (pD2= 1,4+ 0,03) e GC + Sild
(pD2=1,4 £0,04) foram semelhantes ao grupo GCS (pD2= 1,4+ 0,03)
(Figura 20, Gréfico 13 e Tabela 18, n = 5).

Nos ratos alimentados com a dieta hipercalérica, a curva
concentracdes-resposta cumulativa ao KCI do grupo GOS foi potencializada e
apresentou aumento na efichcia contratii (Emax = 240,9 + 23,1%;
pD2=1,6 +0,03) quando comparada ao grupo GCS (Emax = 100%;
pD2=1,4 + 0,03). A suplementacao com 25 mg/kg da alga
(Emax = 111,4 £ 19,3%) preveniu o aumento da eficacia contratil vista no grupo
GOS (Emax = 240,9 = 23,1%). Porém, a suplementacdo com 50
(Emax = 184,6 = 8,6%) e 100 mg/kg de S. platensis (Emax = 189,8 £ 12,5%) ou o
tratamento com sildenafila (Emax =228,7 + 16,6%) ndo reduziu a eficacia
contratil do KCI, uma vez que nao diferiu do grupo GOS. Apesar disso, a
poténcia contrati do KCI foi reduzida nos grupos GO + SP100
(pD2=1,4£0,04) e GO + Sild (pD2 =1,4 + 0,06) quando comparado ao grupo
GOS (pD2 =1,6 + 0,03) (Figura 21, Grafico 14 e Tabela 19, n = 5).
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Figura 20 — Registros representativos do efeito contratil do KClI em corpo cavernoso
isolado de rato dos grupos GCS (A), GC + SP25 (B), GC + SP50 (C), GC + SP100 (D)
e GC + Sild (E).
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As setas para baixo representam a adicdo cumulativa de KCIl. GCS = grupo controle
salina; GC + SP25, GC + SP50 e GC + SP100 = grupos alimentados com dieta padrao
e suplementados com S. platensis 25, 50 e 100 mg/kg, respectivamente;
GC + Sild = grupo alimentado com dieta padrédo e tratado com sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.
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Gréfico 13 - Curvas concentracbes-resposta cumulativas ao KCl dos grupos
GCS (W), GC + SP25 (W), GC + SP50 (M), GC + SP100 (M) e GC + Sild (M) em
corpo cavernoso isolado de rato.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente
(n=5). ANOVA one-way seguido do pds-teste de Tukey. *p < 0,05 (GCS vs.
GC + SP100), 5p < 0,05 (GC + SP25 vs. GC + SP100) e @p < 0,05 (GC + SP50 vs.
GC + SP100). GCS =grupo controle salina; GC + SP25, GC + SP50 e
GC + SP100 = grupos alimentados com dieta padrdo e suplementados com
S. platensis 25, 50 e 100 mg/kg, respectivamente; GC + Sild = grupo alimentado com
dieta padréo e tratado com sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.

Tabela 18 — Valores de Emax € de pD; do KCI nos grupos GCS, GC + SP25,
GC + SP50, GC + SP100 e GC + Sild em corpo cavernoso isolado de rato.

Grupos Emax (%) pD2
GCS 100 1,4 +£0,03
GC + SP25 98,0+5,8 1,5+0,01
GC + SP50 106,0 £ 9,3 1,4+ 0,02
GC + SP100 62,0 + 7,3*5@ 1,4+ 0,03
GC + Sild 92,4 +13,3 1,4+0,04

ANOVA one-way seguido do pos-teste de Tukey. *p < 0,05 (GCS vs. GC + SP100),
8p < 0,05 (GC + SP25 vs. GC + SP100) e ®p < 0,05 (GC + SP50 vs. GC + SP100)
(n=5). GCS = grupo controle salina; GC + SP25, GC + SP50 e GC + SP100 = grupos
alimentados com dieta padréo e suplementados com S. platensis 25, 50 e 100 mg/kg,
respectivamente; GC + Sild = grupo alimentado com dieta padrdo e tratado com
sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.
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Figura 21 — Registros representativos do efeito contratil do KClI em corpo cavernoso
isolado de rato dos grupos GCS (A), GOS (B) GO + SP25 (C), GO + SP50 (D),
GO + SP100 (E) e GO + Sild (F).
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(Continua)
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[KCI] 10-100 mM

As setas para baixo representam a adicdo cumulativa de KCIl. GCS = grupo controle
salina; GOS = grupo obeso salina; GO + SP25, GO + SP50 e GO + SP100 = grupos
alimentados com dieta hipercalérica e suplementados com S. platensis 25, 50 e
100 mg/kg, respectivamente; GO + Sild = grupo alimentado com dieta hipercalérica e

tratado com sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.
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Gréfico 14 - Curvas concentracdes-resposta cumulativas ao KCl dos grupos
GCS (), GOS (O), GO + SP25 (@), GO + SP50 (®), GO + SP100 (®) e GO + Sild
(®) em corpo cavernoso isolado de rato.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente
(n=5). ANOVA one-way seguido do poés-teste de Tukey. *p < 0,05 (GCS vs. GOS,
GO + SP50, GO + SP100 e GO + Sild) e ¥p < 0,05 (GO + SP25 vs. GOS, GO + SP50,
GO + SP100 e GO + Sild). GCS = grupo controle salina; GOS = grupo obeso salina;
GO + SP25, GO + SP50 e GO + SP100 = grupos alimentados com dieta hipercalérica
e suplementados com S. platensis 25, 50 e 100 mg/kg, respectivamente;
GO + Sild = grupo alimentado com dieta hipercalérica e tratado com sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.

Tabela 19 — Valores de Emax € de pD; do KCI nos grupos GCS, GOS, GO + SP25,
GO + SP50, GO + SP100 e GO + Sild em corpo cavernoso isolado de rato.

Grupos | Emax (%) ‘ pD:
GCS 100 1,4 +0,03
GOS 240,9 £+ 23,1* 1,6 + 0,03*

GO + SP25 111,4 + 19,3% 1,5+ 0,06
GO + SP50 184,6 + 8,6* 1,5+0,03
GO + SP100 189,8 + 12,5%& 1,4 £ 0,04*

GO + Sild 228,7 + 16,6%% 1,4 + 0,06*

ANOVA one-way seguido do pos-teste de Tukey. *p< 0,05 (GCS vs. GOS,
GO + SP50, GO + SP100 e GO + Sild), *p < 0,05 (GOS vs. GO + SP25, GO + SP100 e
GO + Sild) e #p < 0,05 (GO + SP25 vs. GO + SP50, GO + SP100 e GO + Sild) (n = 5).
GCS = grupo controle salina; GOS = grupo obeso salina; GO + SP25, GO + SP50 e
GO + SP100 = grupos alimentados com dieta hipercalérica e suplementados com
S. platensis 25, 50 e 100 mg/kg, respectivamente; GO + Sild = grupo alimentado com
dieta hipercaldrica e tratado com sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.
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5.6.2 Efeito da suplementacdo com S. platensis sobre o acoplamento

farmacomecanico de contragdo do corpo cavernoso isolado de rato

5.6.2.1 Efeito da suplementacdo com S. platensis sobre a curva

cumulativa de FEN

Nos grupos alimentados com a dieta padrdo, a suplementacdo com
S. platensis nas doses de 25 (Emax = 99,3 + 2,0%; pD2 = 54 + 0,04) e
100 mg/kg (Emax = 86,6 £ 4,5%; pD2 = 5,8 £ 0,2) ou o tratamento com sildenafila
(Emax = 101,9 £ 13,1%; pD2 = 5,8 + 0,04) ndo alteraram a reatividade contratil
do corpo cavernoso de rato a FEN, uma vez que nao foi observada diferenca
quando comparado ao grupo GCS (Emax = 100%; pD2 = 5,5 + 0,06). Entretanto,
a suplementacao dos ratos com 50 mg/kg de S. platensis reduziu o pD2 da FEN
(pD2 = 4,8 £ 0,2) e aumentou a efichcia contratii desse agonista
(Emax = 156,6 £ 11,6%) (Figura 22, Gréfico 15 e Tabela 20, n = 5).

Nos ratos alimentados com a dieta hipercalorica, a poténcia contratil da
FEN foi reduzida no grupo GOS (pDz2 = 4,8 + 0,06) quando comparada ao
grupo GCS (pD2= 5,5 + 0,06). Adicionalmente, 0 Emax desse agonista foi
aumentado no grupo GOS em relagdo ao grupo GCS (Emax = 147,5 + 11,2 e
100% respectivamente). No entanto, a suplementacdo com as doses de 25
(Emax = 84,5 + 3,0%; pD2=5,3 £ 0,07), 50 (Emax = 72,7 + 5,6%; pD2 =5,6 + 0,1)
e 100 mg/kg da alga (Emax=79,6 + 6,1%; pD2 = 5,3 + 0,1), bem como o
tratamento com sildenafila (Emax = 104,2 + 9,7%; pD2 = 5,5 £ 0,1) reduziram a
eficacia contréatil e aumentaram a poténcia da FEN em corpo cavernoso de rato
guando comparado ao grupo GOS, nao diferindo do grupo GCS (Figura 23,
Gréfico 16 e Tabela 21, n = 5).
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Figura 22 — Registros representativos do efeito contratil da FEN em corpo cavernoso
isolado de rato dos grupos GCS (A), GC + SP25 (B), GC + SP50 (C), GC + SP100 (D)
e GC + Sild (E).
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As setas para baixo representam a adicdo cumulativa de FEN. FEN = fenilefrina;
GCS =grupo controle salina; GC + SP25, GC + SP50 e GC + SP100 = grupos
alimentados com dieta padrao e suplementados com S. platensis 25, 50 e 100 mg/kg,
respectivamente; GC + Sild = grupo alimentado com dieta padrédo e tratado com
sildenafila. Fonte: SOUZA, 2018.
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Grafico 15 — Curvas concentragdes-resposta cumulativas & FEN dos grupos GCS (H),
GC + SP25 (M), GC + SP50 (M), GC + SP100 (M) e GC + Sild (M) em corpo
cavernoso isolado de rato.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente
(n=5). ANOVA one-way seguido do pds-teste de Tukey. *p < 0,05 (GCS vs.
GC + SP50) e @p< 0,05 (GC + SP50 vs. GC + SP25, GC + SP100 e GC + Sild).
FEN = fenilefrina; GCS = grupo controle salina; GC + SP25, GC + SP50 e
GC + SP100 =grupos alimentados com dieta padrdo e suplementados com
S. platensis 25, 50 e 100 mg/kg, respectivamente; GC + Sild = grupo alimentado com
dieta padréo e tratado com sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.

Tabela 20 — Valores de Emax € de pD2 da FEN nos grupos GCS, GC + SP25,
GC + SP50, GC + SP100 e GC + Sild em corpo cavernoso isolado de rato.

Grupos | Emax (%) ‘ pD-
GCS 100 5,5+ 0,06
GC + SP25 99,3 +2,09 5,4 + 0,049
GC + SP50 156,6 + 11,6* 4,8 £ 0,2*
GC + SP100 86,6 + 4,5@ 5,8+0,29
GC + Sild 101,9 + 13,1@ 5,8 £ 0,04@

ANOVA one-way seguido do poés-teste de Tukey. *p < 0,05 (GCS vs. GC + SP50) e
@p< 0,05 (GC + SP50 vs. GC + SP25, GC + SP100 e GC + Sild) (n = 5).
FEN = fenilefrina; GCS =grupo controle salina; GC + SP25, GC + SP50 e
GC + SP100 = grupos alimentados com dieta padrdo e suplementados com
S. platensis 25, 50 e 100 mg/kg, respectivamente; GC + Sild = grupo alimentado com
dieta padréo e tratado com sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.
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Figura 23 — Registros representativos do efeito contratil da FEN em corpo cavernoso
isolado de rato dos grupos GCS (A), GOS (B), GO + SP25 (C), GO + SP50 (D),
GO + SP100 (E) e GO + Sild (F).
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[FEN] 108-104 M

As setas para baixo representam a adicdo cumulativa de FEN. FEN = fenilefrina;
GCS = grupo controle salina; GOS = grupo obeso salina; GO + SP25, GO + SP50 e
GO + SP100 = grupos alimentados com dieta hipercaldrica e suplementados com
S. platensis 25, 50 e 100 mg/kg, respectivamente; GO + Sild = grupo alimentado com
dieta hipercalérica e tratado com sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.
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Gréfico 16 — Curvas concentracdes-resposta cumulativas a FEN dos grupos GCS (H),
GOS (O), GO + SP25 (@), GO + SP50 (@), GO + SP100 (®) e GO + Sild (®) em
corpo cavernoso isolado de rato.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente
(n =5). ANOVA one-way seguido do pés-teste de Tukey. *p < 0,05 (GCS vs. GOS) e
p< 0,05 (GOS vs. GO + SP25, GO + SP50, GO+ SP100 e GO + Sild).
FEN = fenilefrina; GCS = grupo controle salina; GOS = grupo obeso salina;
GO + SP25, GO + SP50 e GO + SP100 = grupos alimentados com dieta hipercalérica
e suplementados com S. platensis 25, 50 e 100 mg/kg, respectivamente;
GO + Sild = grupo alimentado com dieta hipercalérica e tratado com sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.

Tabela 21 — Valores de Emax € de pD, da FEN nos grupos GCS, GOS, GO + SP25,
GO + SP50, GO + SP100 e GO + Sild em corpo cavernoso de rato.

Grupos | Emax (%) ’ pD:
GCS 100 5,5+ 0,06
GOS 1475 £ 11,2* 4,8 £ 0,06*

GO + SP25 84,5 + 3,0* 5,3+ 0,07*
GO + SP50 72,7 +5,6% 5,6 +0,1%
GO + SP100 79,6 +6,1% 53+0,1%

GO + Sild 104,2 + 9,7% 55+0,1%

ANOVA one-way seguido do pds-teste de Tukey. *p < 0,05 (GCS vs. GOS) e *p < 0,05
(GOS vs. GO + SP25, GO + SP50, GO+ SP100 e GO + Sild) (n = b5).
FEN = fenilefrina; GCS = grupo controle salina; GOS = grupo obeso salina;
GO + SP25, GO + SP50 e GO + SP100 = grupos alimentados com dieta hipercalorica
e suplementados com S. platensis 25, 50 e 100 mg/kg, respectivamente;
GO + Sild = grupo alimentado com dieta hipercaldrica e tratado com sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.
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5.6.2.2 Efeito da suplementacdo com S. platensis sobre a curva
cumulativa de FEN na auséncia e na presencga do Y27632

Nos ratos alimentados com a dieta padrédo, a eficacia contratil da FEN foi
reduzida 4 vezes na presenca do Y27632 (Emax = 25,3 £ 4,5% e AUC = 27,9),
inibidor de ROCK, quando comparado a sua auséncia no grupo GCS
(Emax = 100% e AUC = 193,8). Adicionalmente, ndo houve alteracdo na
poténcia contratil do agonista na auséncia (pD2 = 5,5 £ 0,06) e na presenca do
Y27632 nesse grupo experimental (pD2 = 5,6 £ 0,07) (Figura 24, Grafico 17A e
Tabela 22, n = 5).

Nos ratos que consumiram a dieta padrdo e foram suplementados com
50 mg/kg da alga, o pD2 da FEN foi potencializado cerca de 22 vezes
(pD2=5,9 = 0,7) com redugdo do efeito maximo em 25 vezes
(Emax=63,4£8,8% e AUC = 113,3), na presenca do Y27632, quando
comparado a auséncia desse inibidor (pD2 = 4,8 £ 0,2; Emax= 156,6 £ 11,5% e
AUC = 358,2) (Figura 25, Grafico 17B e Tabela 22, n = 5).
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Figura 24 — Registros representativos do efeito contratil da FEN na auséncia (A) e na
presenca do Y27632 (B) em corpo cavernoso isolado de rato do grupo GCS.
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As setas para baixo representam a adicdo cumulativa de FEN.
FEN = fenilefrina; Y27632 = di-hidrocloreto de (R-(+)-trans-4-(1-aminoetil)-N-(4-piridil)
ciclo-hexanocarboxamida; GCS = grupo controle salina.

Fonte: SOUZA, 2018.

Figura 25 — Registros representativos do efeito contratil da FEN na auséncia (A) e na
presenca do Y27632 (B) em corpo cavernoso isolado de rato do grupo GC + SP50.
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As setas para baixo representam a adicAo cumulativa de FEN.
FEN = fenilefrina; Y27632 = di-hidrocloreto de (R-(+)-trans-4-(1-aminoetil)-N-(4-piridil)
ciclo-hexanocarboxamida; GC + SP50 =grupo alimentado com dieta padrdo e
suplementado com S. platensis 50 mg/kg.

Fonte: SOUZA, 2018.
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Gréfico 17 — Curvas concentracbes-resposta cumulativas & FEN na auséncia (#) e na
presenca do Y27632 (<>) em corpo cavernoso isolado de rato dos grupos GCS (A) e
GC + SP50 (B).
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente
(n=5). Teste t. *p < 0,05 (auséncia vs. Y27632). FEN = fenilefrina; Y27632 = di-
hidrocloreto de (R-(+)-trans-4-(1-aminoetil)- N-(4-piridil) ciclo-hexanocarboxamida;
GCS = grupo controle salina; GC + SP50 = grupo alimentado com dieta padrdo e
suplementado com S. platensis 50 mg/kg.

Fonte: SOUZA, 2018.

Tabela 22 — Valores de Emax, de pD2 e de AUC da FEN na auséncia e na presenca do
Y27632 em corpo cavernoso isolado de rato dos grupos GCS e GC + SP50.

Diferenca de

AUC
GCS
Auséncia 100 5,5+ 0,06 193,8 165.9
Y27632 25,3 + 4,5* 5,6 +0,07 27,9* ’
GC + SP50
Auséncia 156,6 + 11,5 48+0,2 358,2
249,9%
Y27632 63,4 + 8,8* 59+0,7* 113,3*

ANOVA one-way seguido do poOs-teste de Tukey. *p < 0,05 (auséncia vs. Y27632) e
*p < 0,05 (GCS vs. GC + SP50) (n=5). FEN = fenilefrina; Y27632 = di-hidrocloreto
de (R-(+)-trans-4-(1-aminoetil)-N-(4-piridil) ciclo-hexanocarboxamida; AUC = &rea sob
a curva; GCS =grupo controle salina; GC + SP50 = grupo alimentado com dieta
padréo e suplementado com S. platensis 50 mg/kg.

Fonte: SOUZA, 2018.
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Com o consumo da dieta hipercalérica, no grupo GOS, observou-se
potencializagdo do efeito contratil da FEN cerca de 5 vezes (pD2=5,5 + 0,1)
com reducgédo do efeito maximo em 2,3 vezes (Emax= 63,9 £ 8,1%; AUC = 98,3)
na presenca do Y27632, quando comparado a auséncia desse inibidor
(pD2=4,8 £ 0,06; Emax=147,5 £ 11,2% e AUC = 273,9) (Figura 26, Gréafico 18A
e Tabela 23, n =5).

Nos ratos que consumiram a dieta hipercalérica e foram suplementados
com 25 mg/kg da alga, a eficacia contratil da FEN foi reduzida 1,5 vezes na
presenca do Y27632 (Emax = 54,7 + 3,1% e AUC = 72,8) quando comparado a
auséncia desse inibidor (Emax = 84,5 + 3,0% e AUC = 121,0). Entretanto, n&o
houve alteracdo na poténcia contrdtii do agonista na auséncia
(pD2=5,3+£0,04) e na presenca do Y27632 (pD2=5,3+ 0,07) (Figura 27,
Grafico 18B e Tabela 23, n = 5).

Nos ratos suplementados com S. platensis na dose de 50 mg/kg e que
consumiram a dieta hipercaldrica, a eficacia contrati da FEN foi reduzida
1,7 vezes na presenca do Y27632 sem alteracdo na poténcia do agonista
contratil (Emax=44,1 +6,5% e AUC = 58,1, pD2=5,4+ 0,06) quando
comparado a auséncia desse inibidor (Emax = 73,4 + 6,1% e AUC = 120,4;
pD2=5,6 + 0,1) (Figura 28, Grafico 18C e Tabela 23, n =5).

Nos ratos que consumiram a dieta hipercaldrica e foram suplementados
com 100 mg/kg da alga, a eficacia contratil da FEN foi reduzida 1,8 vezes na
presenca do Y27632 (Emax = 43,2 + 5,1% e AUC = 75,0) quando comparado a
auséncia desse inibidor (Emax = 79,6 + 6,1% e AUC = 105,3). Entretanto, ndo
houve alteracdo na poténcia contratil do agonista na auséncia (pD2 = 5,3 + 0,1)
e na presencga do Y27632 (pD2=5,3 + 0,1) (Figura 29, Gréfico 18D e Tabela
23,n =05).

Nos ratos que consumiram a dieta hipercaldrica e foram tratados com
sildenafila, a eficacia contratil da FEN foi reduzida 1,7 vezes na presenca do
Y27632 sem alteracdo na poténcia do agonista contratil (Emax = 38,4 +5,2% e
AUC = 36,8; pD2=5,5+0,4) quando comparado a auséncia desse inibidor
(Emax = 104,2 £ 9,7% e AUC = 162,8; pD2 = 5,5 £ 0,08) (Figura 30, Gréfico 18E
e Tabela 23, n =5).
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Figura 26 — Registros representativos do efeito contratil da FEN na auséncia (A) e na
presenca do Y27632 (B) em corpo cavernoso isolado de rato do grupo GOS.

A

[FEN] 10-10 M

1) !
m..T.a.-II AU s s A 0,39|
5 min

Y27632 106 M

As setas para baixo representam a adicAo cumulativa de FEN.
FEN = fenilefrina; Y27632 = di-hidrocloreto de (R-(+)-trans-4-(1-aminoetil)-N-(4-piridil)
ciclo-hexanocarboxamida; GOS = grupo obeso salina.

Fonte: SOUZA, 2018.

Figura 27 — Registros representativos do efeito contratil da FEN na auséncia (A) e na
presenca do Y27632 (B) em corpo cavernoso isolado de rato do grupo GO + SP25.
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As setas para Dbaixo representam a adicAo cumulativa de FEN.
FEN = fenilefrina; Y27632 = di-hidrocloreto de (R-(+)-trans-4-(1-aminoetil)-N-(4-piridil)
ciclo-hexanocarboxamida; GO + SP25 = grupo alimentado com dieta hipercalorica e
suplementado com S. platensis 25 mg/kg.

Fonte: SOUZA, 2018.
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Figura 28 — Registros representativos do efeito contratil da FEN na auséncia (A) e na
presenca do Y27632 (B) em corpo cavernoso isolado de rato do grupo GO + SP50.

A
[FEN] 108-10-4 M

! !
Lol Lol .
. 0,3g|
5 min
B
[FEN] 10-8-104 M
! i)

T b
M-r” kel AN B 0’39|

Y27632 10 M S min

As setas para baixo representam a adicdo cumulativa de FEN.
FEN = fenilefrina; Y27632 = di-hidrocloreto de (R-(+)-trans-4-(1-aminoetil)-N-(4-piridil)
ciclo-hexanocarboxamida; GO + SP50 = grupo alimentado com dieta hipercalérica e
suplementado com S. platensis 50 mg/kg.

Fonte: SOUZA, 2018.

Figura 29 — Registros representativos do efeito contratil da FEN na auséncia (A) e na
presencga do Y27632 (B) em corpo cavernoso isolado de rato do grupo GO + SP100.
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As setas para baixo representam a adicAo cumulativa de FEN.
FEN = fenilefrina; Y27632 = di-hidrocloreto de (R-(+)-trans-4-(1-aminoetil)-N-(4-piridil)
ciclo-hexanocarboxamida; GO + SP100 = grupo alimentado com dieta hipercalérica e
suplementado com S. platensis 100 mg/kg.

Fonte: SOUZA, 2018.
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Figura 30 — Registros representativos do efeito contratil da FEN na auséncia (A) e na
presenca do Y27632 (B) em corpo cavernoso isolado de rato do grupo GO + Sild.
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[FEN] 108-104 M

Loy ! !
WT” 0M,l

Y27632 10¢M

As setas para baixo representam a adicAo cumulativa de FEN.
FEN = fenilefrina; Y27632 = di-hidrocloreto de (R-(+)-trans-4-(1-aminoetil)-N-(4-piridil)
ciclo-hexanocarboxamida; GO + Sild = grupo alimentado com dieta hipercalérica e
tratado com sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.
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Gréfico 18 — Curvas concentracbes-resposta cumulativas & FEN na auséncia (#) e na
presenca do Y27632 (<) em corpo cavernoso isolado de rato dos grupos GOS (A),
GO + SP25 (B), GO + SP50 (C), GO + SP100 (D) e GO + Sild (E).
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e 0 e.p.m., respectivamente
(n=5). Teste t. *p < 0,05 (auséncia vs. Y27632). FEN = fenilefrina; Y27632 = di-
hidrocloreto de (R-(+)-trans-4-(1-aminoetil)-N-(4-piridil)  ciclo-hexanocarboxamida;
GOS =grupo obeso salina; GO + SP25, GO +SP50 e GO + SP100 = grupos
alimentados com dieta hipercaldrica e suplementados com S. platensis 25, 50 e 100

mg/kg, respectivamente; GO + Sild = grupo alimentado com dieta hipercalérica e
tratado com sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.
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Tabela 23 — Valores de Emax, de pD2e de AUC da FEN na auséncia e na presenca do
Y27632 em corpo cavernoso isolado de rato dos grupos GOS, GO + SP25,

GO + SP50, GO + SP100 e GO + Sild.

FEN

GOS
Auséncia
Y27632

GO + SP25

Auséncia
Y27632

GO + SP50

Auséncia
Y27632

GO + SP100

Auséncia
Y27632

GO + Sild

Auséncia
Y27632

‘ Emax (%) |

1475+ 11,2
63,9 + 8,1*

84,5+ 3,0
54,7 + 3,1*

73,4+6,1
44,1 + 6,5*

79,6 +6,1
43,2 + 5,1*

104,2 £ 9,7
38,4 +5,2*

pD:

4,8 + 0,06
55+0,1*

5,3+ 0,07
53+0,04

56+0,1
5,4 + 0,06

53+0,1
53+0,1

5,5+ 0,08
55+04

e |

273,9
98,3*

121,0
72,8*

120,4
58,1*

105,3
75,0*

162,8
36,8*

Diferenca de
AUC

175,6

48,27

62,3"

30,3"

126*

Teste t. *p< 0,05 (auséncia vs. Y27632) e *p< 0,05 (GOS vs. GO + SP25,
GO + SP50, GO + SP100 e GO + Sild) (n=5). FEN = fenilefrina; Y27632 = di-

hidrocloreto de (R-(+)-trans-4-(1-aminoetil)-N-(4-piridil)

ciclo-hexanocarboxamida;

AUC = area so a curva; GOS =grupo obeso salina; GO + SP25, GO + SP50 e
GO + SP100 = grupos alimentados com dieta hipercaldrica e suplementados com
S. platensis 25, 50 e 100 mg/kg, respectivamente; GO + Sild = grupo alimentado com
dieta hipercaldrica e tratado com sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.
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5.6.2.3 Efeito da suplementacdo com S. platensis sobre a curva
cumulativa de FEN na auséncia e na presenca de L-NAME ou de

indometacina

Ao analisar a curva de FEN na presenca de L-NAME, um inibidor ndo
seletivo de NOS, nos ratos alimentados com a dieta padrdo do grupo GCS,
observou-se potencializacéo e aumento no efeito maximo
(Emax = 195,9 £ 16,7% e AUC = 345,8; pD2 = 5,8 + 0,1) quando comparado a
auséncia desse inibidor (Emax = 100% e AUC = 193,8; pD2 = 5,5 £ 0,06) (Figura
31, Grafico 19A e Tabela 24, n = 5).

Entretanto, nos ratos que consumiram a dieta padrdo e foram
suplementados com S. platensis na dose de 50 mg/kg, ndo houve alteracdo de
poténcia ou eficacia da FEN na presenca de L-NAME (Emax = 135,3 + 13,2% e
AUC = 270,7; pD2 = 5,0 £ 0,2) em relacdo a auséncia desse inibidor
(Emax = 156,6 £ 11,5% e AUC = 358,2; pD2 = 4,8 + 0,2) (Figura 32, Grafico 19B
e Tabela 24, n = 5).

Na avaliagdo da contracdo induzida pela FEN na presenca de
indometacina, um bloqueador nédo seletivo de COX, nos ratos alimentados com
a dieta padrdo do grupo GCS, evidenciou-se que ndo houve alteracdo da curva
cumulativa do agonista na presenca do inibidor (Emax = 122,9 + 10,1% e
AUC =204,9; pD2=5,7 £ 0,1) comparado a sua auséncia (Emax =100% e
AUC =193,8; pD2 =5,5 + 0,06) (Figura 31, Gréfico 19A e Tabela 24, n = 5).

Porém, nos ratos que consumiram a dieta padrdo e foram
suplementados com 50 mg/kg da alga, a poténcia da FEN foi aumentada cerca
de 6 vezes (pD2=5,5+0,1) com reducdo do Emax (Emax=67,2% 4,6% e
AUC = 135,7) na presenca de indometacina em relagdo a auséncia do inibidor
de COX (pD2=4,8 + 0,2; Emax = 156,6 £ 11,5% e AUC = 358,2) (Figura 32,
Grafico 19B e Tabela 24, n = 5).

Adicionalmente, a presenc¢a simultanea de L-NAME e de indometacina
nao alterou a eficacia contratil da FEN (Emax = 99,3 + 10,8% e AUC = 208,4)
nos ratos alimentados com a dieta padrao do grupo GCS, mas potencializou
em 3,5vezes a contracdo induzida pelo agonista (pD2=6,1+0,1) quando
comparado a curva da FEN na auséncia desses bloqueadores (Emax = 100% e
AUC =193,8; pD2 = 5,5 + 0,06) (Figura 31, Gréafico 19A e Tabela 24, n = 5).
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De maneira semelhante, nos ratos que consumiram a dieta padréo e
foram suplementados com 50 mg/kg da alga, a poténcia da FEN foi aumentada
38 vezes (pD2=6,2 £ 0,1) com reducdo do Emax (Emax=86,9 £4,2% e
AUC = 147,0) na presenca de L-NAME + indometacina em relacdo a auséncia
desses bloqueadores (pD2=4,8 +0,2; Emax = 156,6 + 11,5% e AUC = 358,2)
(Figura 32, Gréfico 19B e Tabela 24, n = 5).
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Figura 31 — Registros representativos do efeito contratil da FEN na auséncia (A) e na
presenca de L-NAME (B), de indometacina (C) e de L-NAME + indometacina (D) em
corpo cavernoso isolado de rato do grupo GCS.
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L-NAME 104 M

+
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As setas para baixo representam a adicdo cumulativa de FEN. FEN = fenilefrina;
L-NAME = Nw-nitro-L-arginina metil éster; GCS = grupo controle salina.

Fonte: SOUZA, 2018.
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Figura 32 — Registros representativos do efeito contratil da FEN na auséncia (A) e na
presenca de L-NAME (B), de indometacina (C) e de L-NAME + indometacina (D) em
corpo cavernoso isolado de rato do grupo GC + SP50.
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As setas para baixo representam a adicdo cumulativa de FEN. FEN = fenilefrina;
L-NAME = Nw-nitro-L-arginina metil éster; GC + SP50 = grupo alimentado com dieta
padréo e suplementado com S. platensis 50 mg/kg.

Fonte: SOUZA, 2018.
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Gréfico 19 — Curvas concentracbes-resposta cumulativas & FEN na auséncia (#) e na
presenca de L-NAME (<), de indometacina (<>) e de L-NAME + indometacina (<>) em
corpo cavernoso isolado de rato dos grupos GCS (A) e GC + SP50 (B).
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente
(n =5). ANOVA one-way seguido do pdOs-teste de Tukey. *p < 0,05 (auséncia vs.
L-NAME, indometacina e L-NAME + indometacina) e @p< 0,05 (L-NAME vs.
indometacina e L-NAME + indometacina). FEN = fenilefrina; L-NAME = Nw-nitro-L-
arginina metil éster; GCS = grupo controle salina; GC + SP50 = grupo alimentado com
dieta padréo e suplementado com S. platensis 50 mg/kg. Fonte: SOUZA, 2018.

Tabela 24 — Valores de Emax, de pD. e de AUC da FEN na auséncia e na presenca de
L-NAME, de indometacina e de L-NAME + indometacina em corpo cavernoso isolado
de rato dos grupos GCS e GC + SP50.

Diferenca
de AUC
GCS
Auséncia 100 5,5+ 0,06 193,8
L-NAME 195,9 + 16,7* 58+0,1* 345,8* 152
Indometacina 122,9+10,1@ 57+0,1° 204,9 11,1
L-NAME + 99,3+ 10,89 6,1+0,1* 208,4 14,6
Indometacina
GC + SP50
Auséncia 156,6 + 11,5 48+0,2 358,2
L-NAME 135,3+13,2 50+0,2 270,7* 87,5%
Indometacina 67,2 + 4,6%@ 5,5+0,1* 135,7* 222,5%
L-NAME + 86,9 + 4,2*@ 6,2 + 0,1*@ 147,0* 211,2%

Indometacina

ANOVA one-way seguido do pos-teste de Tukey. *p < 0,05 (auséncia vs. L-NAME,
indometacina e L-NAME + indometacina); @p < 0,05 (L-NAME vs. indometacina e
L-NAME + indometacina); ®p < 0,05 (L-NAME + indometacina vs. indometacina) e
*p<0,05 (GCS vs. GC + SP50) (n=5). FEN = fenilefrina; L-NAME = Nw-nitro-L-
arginina metil éster; AUC = area sob a curva; GCS = grupo controle salina;

GC + SP50 = grupo alimentado com dieta padrdo e suplementado com S. platensis
50 mg/kg. Fonte: SOUZA, 2018.
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Ao avaliar a curva de FEN na presenca de L-NAME nos ratos que
consumiram a dieta hipercalodrica do grupo GOS, a eficacia contratil da FEN foi
reduzida na presenca de L-NAME (Emax = 93,3 = 6,0% e AUC = 200,2), quando
comparado a auséncia desse inibidor (Emax = 147,5 £ 11,2% e AUC = 273,9).
Adicionalmente, ndo houve alteracdo na poténcia contratii do agonista na
auséncia (pD2 = 4,8 £ 0,06) ou na presenca de L-NAME (pD2 = 5,1 £ 0,06)
(Figura 33, Gréfico 20A e Tabela 25, n = 5).

Foi verificado que a eficacia contratil da FEN foi aumentada na presenca
de L-NAME (Emax = 131,5 % 14,2% e AUC = 206,9) nos ratos alimentados com
a dieta hipercalorica e suplementados com 25 mg/kg de S. platensis. Apesar
disso, a poténcia do agonista ndo foi alterada na presenca do inibidor
(pD2=5,0£0,05) quando comparado a auséncia desse inibidor
(Emax = 84,5 + 3,0% e AUC = 121,0; pD2 = 5,3 + 0,07) (Figura 34, Grafico 20B e
Tabela 25, n = 5). Outrossim, a suplementacao dos ratos que consumiram dieta
hipercalérica com 50 mg/kg da alga, ndo alterou a curva
concentracfes-resposta a FEN na presenca de L-NAME (Emax = 70,0 £ 6,4% e
AUC = 130,9; pD2 = 5,4 £ 0,1), a0 se comparar a curva na auséncia desse
inibidor (Emax = 73,4 £ 6,1% e AUC = 120,4; pD2 = 5,6 + 0,1) (Figura 35, Gréfico
20C e Tabela 25, n = 5). De maneira similar, no grupo GO + SP100, a presenca
de L-NAME (Emax = 63,6 + 3,5% e AUC = 121,5; pD2=5,4 £ 0,1) ndo alterou a
curva cumulativa a FEN obtida na auséncia do inibidor (Emax = 79,6 £6,1% e
AUC =105,3; pD2=5,3 + 0,1) (Figura 36, Gréafico 20D e Tabela 25, n = 5).

Nos ratos alimentados com a dieta hipercalérica e tratados com
sildenafila, a curva concentracbes-resposta a FEN foi semelhante na auséncia
(Emax=104,2 £ 9,7% e AUC = 162,8; pD2 = 5,5 + 0,08) e na presenca de
L-NAME (Emax= 67,7 £ 11,5% e AUC = 123,6; pD2 = 5,7 £ 0,06) (Figura 37,
Grafico 20E e Tabela 25, n = 5).

Ao analisar a curva de FEN na presenca de indometacina nos ratos que
consumiram a dieta hipercalérica do grupo GOS, a eficacia contratil da FEN foi
reduzida (Emax=94,9 + 7,2% e AUC = 186,1) quando comparado a auséncia
desse inibidor (Emax =147,5 + 11,2% e AUC = 273,9), sem alteragcdo na
poténcia contratil do agonista na auséncia (pD2 = 4,8 + 0,06) ou na presenca de
indometacina (pD2 = 4,9 £ 0,1) (Figura 33, Gréafico 20A e Tabela 25, n = 5).
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Nos ratos alimentados com a dieta hipercalorica e suplementados com
25 mg/kg de S. platensis, a presenca de indometacina (Emax = 95,0 £ 3,1% e
AUC = 140,3) nao alterou o efeito maximo contrétil da FEN obtido na auséncia
desse inibidor (Emax = 84,5 + 3,0% e AUC = 121,0). Apesar disso, reduziu 19
vezes a poténcia da FEN (pD2 = 4,6 + 0,1) em relacdo a auséncia do inibidor de
COX (pD2 =5,3 £ 0,07) (Figura 34, Gréfico 20B e Tabela 25, n = 5). Nos ratos
alimentados com dieta hipercaldrica e suplementados com S. platensis na dose
de 50 mg/kg, ndo houve deslocamento da curva concentracfes-resposta a FEN
na presenca de indometacina (Emax = 60,6 = 7,7% e AUC = 96,6;
pD2 = 5,7 £ 0,2), ao se comparar a curva de FEN na auséncia desses inibidores
(Emax = 73,4 £ 6,1% e AUC = 120,4; pD2=5,6 + 0,1). (Figura 35, Gréfico 20C e
Tabela 25, n = 5). De maneira semelhante, no grupo GO + SP100, a presenca
de indometacina (Emax = 59,4 + 3,9% e AUC = 116,4; pD2=5,5£0,1) ndo
alterou a curva cumulativa da FEN obtida na auséncia do inibidor
(Emax = 79,6 £ 6,1% e AUC = 105,3; pD2=5,3 £ 0,1) (Figura 36, Gréfico 20D e
Tabela 25, n = 5).

Nos ratos que consumiram a dieta hipercalérica e foram tratados com
sildenafila, a curva concentracdes-resposta a FEN foi semelhante na auséncia
(Emax = 104,2 = 9,7% e AUC = 162,8; pD2 = 5,5 £ 0,08) e na presenca de
indometacina (Emax = 60,6 + 4,9% e AUC = 120,9; pD2 = 5,5 £ 0,08) (Figura 37,
Grafico 20E e Tabela 25, n = 5).

Na presenca simultanea de L-NAME e de indometacina nos ratos que
consumiram a dieta hipercalérica do grupo GOS, evidenciou-se reducdo na
eficacia contratii da FEN (Emax = 77,6 £ 9,0% e AUC = 162,1), quando
comparado a auséncia desses inibidores (Emax = 1475 = 112% e
AUC = 273,9). Adicionalmente, a poténcia do agente contratil foi aumentada
em 4,5 vezes na presenca simultanea dos inibidores (pD2=5,6+0,1) em
relacdo a auséncia desses inibidores (pD2 = 4,8 £ 0,06) (Figura 33, Grafico 20A
e Tabela 25, n =5).

Nos ratos que consumiram a dieta hipercalorica e foram suplementados
com 25 mg/kg da alga, a presenca de L-NAME + indometacina
(Emax = 70,6 £ 11,4% e AUC = 125,0) ndo alterou o efeito maximo contrétil da

FEN, mas potencializou o efeito contratii do agonista em 2,8 vezes
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(pD2 =5,8 £0,1) em relacdo a auséncia desses inibidores (Emax = 84,5 + 3,0%
e AUC = 121,0; pD2 =5,3 + 0,07) (Figura 34, Grafico 20B e Tabela 25, n = 5).
Semelhantemente, nos ratos do grupo GO + SP50, a poténcia da FEN foi
aumentada 2 (pD2=6,0 + 0,1) sem alteragdo no efeito maximo
(Emax = 95,7 £12,2% e AUC = 166,2) na presenca de L-NAME + indometacina
quando comparado a auséncia desses inibidores (pD2=56 =+ 0,1;
Emax = 73,4 £ 6,1% e AUC = 120,4) (Figura 35, Grafico 20C e Tabela 25, n = 5).
Adicionalmente, com a suplementacdo com 100 mg/kg da alga em ratos
alimentados com dieta hipercaldrica, observou-se aumento da poténcia contratil
da FEN (5 vezes) na presenca de L-NAME + indometacina (pD2=6,0 £0,1)
sem alteracdo no seu efeito maximo contratili (Emax=85,0£59% e
AUC =167,0) em relacdo a auséncia dos inibidores (pD2 = 5,3 + 0,1;
Emax = 79,6 £ 6,1% e AUC = 105,3) (Figura 36, Gréafico 20D e Tabela 25, n = 5).
Nos ratos que consumiram a dieta hipercalérica e foram tratados com
sildenafila, a curva concentracbes-resposta a FEN foi semelhante na auséncia
(Emax=104,2 £ 9,7% e AUC = 162,8; pD2 = 5,5 £ 0,08) e na presenca de
L-NAME + indometacina (Emax = 86,0 £ 11,5% e AUC = 141,8; pD2 = 5,7 + 0,06)
(Figura 37, Gréfico 20E e Tabela 25, n = 5).




Souza, I. L. L. 184
Resultados

Figura 33 — Registros representativos do efeito contratil da FEN na auséncia (A) e na
presenca de L-NAME (B), de indometacina (C) e de L-NAME + indometacina (D) em
corpo cavernoso isolado de rato do grupo GOS.
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As setas para baixo representam a adicdo cumulativa de FEN. FEN = fenilefrina;
L-NAME = Nw-nitro-L-arginina metil éster; GOS = grupo obeso salina.

Fonte: SOUZA, 2018.
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Figura 34 — Registros representativos do efeito contratil da FEN na auséncia (A) e na
presenca de L-NAME (B), de indometacina (C) e de L-NAME + indometacina (D) em
corpo cavernoso isolado de rato do grupo GO + SP25.
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As setas para baixo representam a adicdo cumulativa de FEN. FEN = fenilefrina;
L-NAME = Nw-nitro-L-arginina metil éster; GO + SP25 = grupo alimentado com dieta
hipercaldrica e suplementado com S. platensis 25 mg/kg.

Fonte: SOUZA, 2018.
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Figura 35 — Registros representativos do efeito contratil da FEN na auséncia (A) e na
presenca de L-NAME (B), de indometacina (C) e de L-NAME + indometacina (D) em
corpo cavernoso isolado de rato do grupo GO + SP50.

A
[FEN] 108104 M
! l
Lol T !
: 0,3 g|
5 min
B
[FEN] 10-8-3x104 M
i) !
! AL,
/Il U R l 0,3 gI

1 5 min
L-NAME 104 M
c
vy

1

Indometacina 10-°M
D

[FEN] 108104 M
1
1 v :
l 1) 0,3

cotim 1] imetbotinnp e gl__

1 5 min
L-NAME 104 M

+
Indometacina 105 M

As setas para baixo representam a adicdo cumulativa de FEN. FEN = fenilefrina;
L-NAME = Nw-nitro-L-arginina metil éster; GO + SP50 = grupo alimentado com dieta
hipercaldrica e suplementado com S. platensis 50 mg/kg.

Fonte: SOUZA, 2018.
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Figura 36 — Registros representativos do efeito contratil da FEN na auséncia (A) e na
presenca de L-NAME (B), de indometacina (C) e de L-NAME + indometacina (D) em
corpo cavernoso isolado de rato do grupo GO + SP100.
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As setas para baixo representam a adicdo cumulativa de FEN. FEN = fenilefrina;
L-NAME = Nw-nitro-L-arginina metil éster; GO + SP100 = grupo alimentado com dieta
hipercaldrica e suplementado com S. platensis 100 mg/kg.

Fonte: SOUZA, 2018.
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Figura 37 — Registros representativos do efeito contratil da FEN na auséncia (A) e na
presenca de L-NAME (B), de indometacina (C) e de L-NAME + indometacina (D) em
corpo cavernoso isolado de rato do grupo GO + Sild.
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As setas para baixo representam a adicdo cumulativa de FEN. FEN = fenilefrina;
L-NAME = Nw-nitro-L-arginina metil éster; GO + Sild = grupo alimentado com dieta
hipercaldrica e tratado com sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.
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Gréfico 20 — Curvas concentracbes-resposta cumulativas & FEN na auséncia (#) e na
presenca de L-NAME (<), de indometacina (<>) e de L-NAME + indometacina (<>) em
corpo cavernoso isolado de rato dos grupos GOS (A), GO + SP25 (B), GO + SP50 (C),
GO + SP100 (D) e GO + Sild (E).
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente
(n =5). ANOVA one-way seguido do poOs-teste de Tukey. *p < 0,05 (auséncia vs.
L-NAME, indometacina e L-NAME + indometacina) e %< 0,05
(L-NAME + indometacina vs. L-NAME e indometacina). FEN = fenilefrina;
L-NAME = Nw-nitro-L-arginina metil éster; GCS = grupo controle salina; GOS = grupo
obeso salina; GO + SP25, GO + SP50 e GO + SP100 = grupos alimentados com dieta
hipercalérica e suplementados com S. platensis 25, 50 e 100 mg/kg, respectivamente;
GO + Sild = grupo alimentado com dieta hipercaldrica e tratado com sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.
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Tabela 25 — Valores de Emax, de pD. e de AUC da FEN na auséncia e na presenca de
L-NAME, de indometacina e de L-NAME + indometacina em corpo cavernoso isolado
de rato dos grupos GOS, GO + SP25, GO + SP50, GO + SP100 e GO + Sild.

Diferenca de

‘ AUC AUC
GOS

Auséncia 1475+£11.2 4,8 +£0,06 273,9

L-NAME 93,3 + 6,0* 5,1+0,06 200,2* 73,7
Indometacina 94,9 £ 7,2* 4,9+0,1® 186,1* 87,8
L-NAME + 77,6 £9,0* 5,6 £0,1* 162,1* 111,8
Indometacina

GO + SP25

Auséncia 84,5+ 3,0 5,3+0,07 121,0

L-NAME 131,5 + 14,2*® 5,0 + 0,05° 206,9* 85,9
Indometacina 95,0+3,1 4,6 +0,1*@° 140,3 19,3#
L-NAME + 70,6 +11,4 5,8+0,1* 125,0 4,0%
Indometacina

GO + SP50

Auséncia 734t6,1 56+0,1 120,4

L-NAME 70,0+ 6,4 54+0,1® 130,9 10,4#
Indometacina 60,6 +7,7 5,7+0,2 96,6 23,8%
L-NAME + 95,7+12,2 6,0+ 0,1* 166,2* 45,8#
Indometacina
GO + SP100

Auséncia 79,6 £ 6,1 53+0,1 105,3

L-NAME 63,6 £ 3,5° 54+0,1® 121,5 16,2#
Indometacina 59,4 + 3,9° 55+0,1® 116,4 11,1%
L-NAME + 85,0+5,9 6,0 £0,1* 167,0* 61,7%
Indometacina

GO + Sild

Auséncia 104,2 +9,7 5,5+ 0,08 162,8

L-NAME 67,7 £ 11,5* 5,7+0,06 123,6 39,2#
Indometacina 60,6 £ 4,9 5,5+ 0,08 120,9 41,9%
L-NAME + 86,0 £11,5 5,7+0,06 141,8 21,0#

Indometacina

ANOVA one-way seguido do pos-teste de Tukey. *p < 0,05 (auséncia vs. L-NAME,
indometacina e L-NAME + indometacina); @p < 0,05 (L-NAME vs. indometacina e
L-NAME + indometacina); ®p < 0,05 (L-NAME + indometacina vs. indometacina) e
*p < 0,05 (GOS vs. GO + SP25; GO + SP50; GO + SP100 e GO + Sild) (n=5).
FEN = fenilefrina; AUC = area sob a curva; L-NAME = Nw-nitro-L-arginina metil éster;
GOS = grupo obeso salina; GO + SP25, GO + SP50 e GO + SP100 = grupos
alimentados com dieta hipercalorica e suplementados com S. platensis 25, 50 e 100
mg/kg, respectivamente; GO + Sild = grupo alimentado com dieta hipercaltrica e
tratado com sildenafila. Fonte: SOUZA, 2018.
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5.6.3 Efeito da suplementagdo alimentar com S. platensis sobre a
reatividade relaxante do corpo cavernoso isolado de rato

5.6.3.1 Efeito da suplementacdo com S. platensis sobre a curva
cumulativa de NPS ou de ACh

A curva concentracdes-resposta cumulativa ao NPS foi semelhante em
ambos grupos GCS  (Emax = 100%; pD2=59+0,05) e GOS
(Emax = 96,7 £ 2,9%; pD2 = 6,1 £ 0,2) (Figura 38 e Gréfico 21, n = 5).

Entretanto, analisando o relaxamento do corpo cavernoso promovido
pela ACh nos grupos alimentados com a dieta padrdo, a suplementagdo com
S. platensis nas doses de 25 (Emax = 69,6 + 2,5%; pD2 = 7,7 £ 0,1) e 100 mg/kg
(Emax = 64,1 + 2,6%; pD2 = 7,4 £ 0,2) ndo alterou a reatividade relaxante do
corpo cavernoso de rato a ACh, uma vez que nado foi observada diferenca
quando comparado ao grupo GCS (Emax = 72,7 £ 3,5%; pD2 = 7,6 = 0,1).
Porém, a suplementacdo dos ratos com 50 mg/kg de S. platensis ou o
tratamento com sildenafila aumentou a eficacia relaxante desse agonista
(Emax= 94,4 £ 5,3 e 92,7 + 3,1%, respectivamente), sem alterar a poténcia da
ACh (pD2=7,7+0,2 e 7,4 + 0,3, respectivamente), quando comparado aos
grupos GCS, GC + SP25 e GC + SP100 (Figura 39, Grafico 22 e Tabela 26,
n=>5).

Além disso, a eficacia relaxante da ACh foi diminuida no grupo GOS
(Emax = 50,7 = 2,3%) quando comparada ao grupo GCS (Emax = 72,7 £ 3,5%),
porém, a poténcia do agonista foi semelhante em ambos grupos GOS e GCS
(pD2=7,0£ 0,1 e 7,6 £ 0,1, respectivamente) (Figura 40, Gréfico 23 e Tabela
27,n =5).

Nos grupos alimentados com a dieta hipercaldrica, a suplementacao
com S. platensis na dose de 25 mg/kg (Emax = 53,6 £ 2,8%; pD2 = 7,0 £ 0,1)
nao alterou o relaxamento promovido pela ACh no corpo cavernoso de rato,
guando comparado ao grupo GOS (Emax=50,7 = 2,3%; pD2=7,0% 0,1).
Porém, a suplementacdo com 50 mg/kg da alga (Emax=70,3 + 5,7%;
pD2=9,0+ 0,1) ou o tratamento com sildenafila (Emax=97,6 * 2,4%;
pD2 = 8,6 + 0,1) aumentaram a poténcia e a eficacia relaxante da ACh quando

comparado ao grupo GOS. Além disso, a poténcia relaxante desse agonista foi
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aumentada no grupo GO + SP100 (pD2 = 7,9 £ 0,3), entretanto, sem alteracéo
na eficcia contratil da ACh (Emax = 44,4 + 4,3%), comparando-se ao grupo
GOS. Adicionalmente, a melhor eficacia relaxante promovida pela ACh foi
observada no grupo GO + Sild, apesar disso, a poténcia do agonista foi
superior em ambos grupos GO + SP50 e GO + Sild quando comparado aos

outros grupos experimentais (Figura 40, Gréafico 22 e Tabela 27, n = 5).
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Figura 38 — Registros representativos do efeito relaxante do NPS em corpo cavernoso
isolado de rato dos grupos GCS (A) e GOS (B).
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As setas para baixo representam a adicdo cumulativa de NPS. FEN = fenilefrina;
NPS = nitroprussiato de soédio; GCS = grupo controle salina; GOS = grupo obeso
salina.

Fonte: SOUZA, 2018.

Grafico 21 — Curvas concentracdes-resposta cumulativas ao NPS dos grupos
GCS (H) e GOS (O) em corpo cavernoso isolado de rato.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente

(n =5). NPS = nitroprussiato de sédio; GCS = grupo controle salina; GOS = grupo
obeso salina.

Fonte: SOUZA, 2018.
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Figura 39 — Registros representativos do efeito relaxante da ACh em corpo cavernoso
isolado de rato dos grupos GCS (A), GC + SP25 (B), GC + SP50 (C), GC + SP100 (D)
e GC + Sild (E).
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As setas para baixo representam a adicdo cumulativa de ACh. FEN = fenilefrina;
GCS =grupo controle salina; GC + SP25, GC + SP50 e GC + SP100 = grupos
alimentados com dieta padrdo e suplementados com S. platensis 25, 50 e 100 mg/kg,
respectivamente; GC + Sild = grupo alimentado com dieta padrdo e tratado com
sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.
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Gréfico 22 — Curvas concentracbes-resposta cumulativas & ACh dos grupos GCS (l),
GC + SP25 (W), GC + SP50 (W), GC + SP100 (M) e GC + Sild (M) em corpo
cavernoso isolado de rato.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente
(n=5). ANOVA one-way seguido do pds-teste de Tukey. *p < 0,05 (GCS vs.
GC + SP50 e GC + Sild); 3p < 0,05 (GC + SP25 vs. GC + SP50 e GC + Sild) e
p < 0,05 (GC + SP100 vs. GC + SP50 e GC + Sild). GCS = grupo controle salina;
GC + SP25, GC + SP50 e GC + SP100 = grupos alimentados com dieta padrdo e
suplementados com S. platensis 25, 50 e 100 mg/kg, respectivamente;
GC + Sild = grupo alimentado com dieta padréo e tratado com sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.

Tabela 26 — Valores de Emax € de pD2 da ACh nos grupos GCS, GC + SP25,
GC + SP50, GC + SP100 e GC + Sild em corpo cavernoso isolado de rato.

Grupos ’ Emax (%) ’ pD2
GCS 72,7+ 3,5 7,6+0,1
GC + SP25 69,6 £2,5 7,7+0,1
GC + SP50 94,4 + 5,3*8t 7,7+0,2
GC + SP100 64,1+2,6 7,4+0,2
GC + Sild 92,7 + 3,178t 7,4+0,3

ANOVA one-way seguido do pés-teste de Tukey. *p < 0,05 (GCS vs. GC + SP50 e
GC + Sild); 8p< 0,05 (GC + SP25 vs. GC + SP50 e GC+ Sild) e Tp< 0,05
(GC + SP100 vs. GC + SP50 e GC + Sild) (n = 5). GCS =grupo controle salina;
GC + SP25, GC + SP50 e GC + SP100 = grupos alimentados com dieta padréo e
suplementados com S. platensis 25, 50 e 100 mg/kg, respectivamente;
GC + Sild = grupo alimentado com dieta padréo e tratado com sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.
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Figura 40 — Registros representativos do efeito relaxante da ACh em corpo cavernoso

isolado de rato dos grupos GCS (A), GOS (B), GO + SP25 (C), GO + SP50 (D),
GO + SP100 (E) e GO + Sild (F).
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(Continuagéao)

[ACh] 10-12-10-5 M

As setas para baixo representam a adicdo cumulativa de ACh. FEN = fenilefrina;
GCS = grupo controle salina; GOS = grupo obeso salina; GO + SP25, GO + SP50 e
GO + SP100 =grupos alimentados com dieta hipercalérica e suplementados com
S. platensis 25, 50 e 100 mg/kg, respectivamente; GO + Sild = grupo alimentado com
dieta hipercalérica e tratado com sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.
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Gréfico 23 — Curvas concentracbes-resposta cumulativas & ACh dos grupos GCS (l),
GOS (O), GO + SP25 (@), GO + SP50 (@), GO + SP100 (®) e GO + Sild (®) em
corpo cavernoso isolado de rato.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente
(n=5). ANOVA one-way seguido do poés-teste de Tukey. *p < 0,05 (GCS vs. GOS,
GO + SP25, GO + SP100 e GO + Sild); #p < 0,05 (GOS vs. GO + SP50 e GO + Sild);
¥p < 0,05 (GO + SP50 vs. GO + SP100) e ¥p < 0,05 (GO + Sild vs. GO + SP25,
GO + SP50 e GO + SP100). GCS = grupo controle salina; GOS = grupo obeso salina;
GO + SP25, GO + SP50 e GO + SP100 = grupos alimentados com dieta hipercalérica
e suplementados com S. platensis 25, 50 e 100 mg/kg, respectivamente;
GO + Sild = grupo alimentado com dieta hipercalérica e tratado com sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.

Tabela 27 — Valores de Emax € de pD, da ACh nos grupos GCS, GOS, GO + SP25,
GO + SP50, GO + SP100 e GO + Sild em corpo cavernoso isolado de rato.

Grupos ‘ Emax (%) ‘ pD-
GCs 72,7+ 35 76+0,1
GOS 50,7 + 2,3* 7,0+0,1

GO + SP25 53,6 + 2,8* 70+£0,1
GO + SP50 70,3 + 5,7% 9,0 £ 0,1*#&

GO + SP100 44,4 + 4,3*% 7,9 +0,3%s
GO + Sild 97,6 + 2,4** 8,6 + 0,1*#&

ANOVA one-way seguido do pos-teste de Tukey. *p< 0,05 (GCS vs. GOS,
GO + SP25, GO + SP50, GO + SP100 e GO + Sild); #p < 0,05 (GOS vs. GO + SP50,
GO + SP100 e GO + Sild); ¥p < 0,05 (GO + SP25 vs. GO + SP50, GO + SP100 e
GO + Sild); *p < 0,05 (GO + SP50 vs. GO + SP100) e *p< 0,05 (GO + Sild vs.
GO + SP25, GO + SP50 e GO + SP100) (n = 5). GCS = grupo controle salina;
GOS =grupo obeso salina; GO + SP25, GO + SP50 e GO + SP100 = grupos
alimentados com dieta hipercalérica e suplementados com S. platensis 25, 50 e
100 mg/kg, respectivamente; GO + Sild = grupo alimentados com dieta hipercalérica e
tratado com sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.
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5.6.3.2 Efeito da suplementacdo com S. platensis sobre a curva
cumulativa de ACh na auséncia e na presenca de apocinina, de tempol ou
de catalase

Na avaliacdo da curva de ACh na presenca da apocinina, inibidor do
complexo NADPH oxidase, nos ratos alimentados com a dieta padréo do grupo
GCS, ndo houve alteracdo da eficacia relaxante do agonista, mas
evidenciou-se potencializacdo do relaxamento promovido pela ACh, em 19
vezes (Emax = 66,5 % 3,6%; pD2=8,9 £ 0,2) quando comparado a curva na
auséncia do inibidor (Emax = 72,7 + 3,5%; pD2=7,6 = 0,1) (Figura 41, Gréfico
24A e Tabela 28, n = 5).

Porém, a suplementacdo com 50 mg/kg da alga nos ratos que
consumiram a dieta padrdo potencializou 20 vezes o efeito relaxante da ACh
na presenca da apocinina (pD2=9,0 £ 0,1) sem alteracdo do Emax
(Emax= 81,2 £2,5%) quando comparado a auséncia do inibidor
(pD2=7,7£0,2; Emax =94,4 £ 5,3%) (Figura 42, Grafico 22B e Tabela 28,
n=>5).

Nos ratos alimentados com a dieta padrdo e tratados com sildenafila,
ndo houve alteracdo do relaxamento promovido pela ACh na presenca da
apocinina (Emax = 84,1 + 4,8%; pD2 = 7,4 + 0,3) em relagédo a curva obtida na
auséncia do inibidor (Emax = 92,7 + 3,1%; pD2=7,4 £ 0,3) (Figura 43, Grafico
22C e Tabela 28, n = 5).

Ao analisar a curva de ACh na presenca do tempol, um minético da
SOD, nos ratos alimentados com a dieta padrdo do grupo GCS, ndo houve
alteracdo da eficacia relaxante da ACh, mas observou-se potencializagdo no
relaxamento induzido pelo agonista, em 13 vezes (Emax= 68,5 + 7,5%;
pD2 = 8,8 + 0,2) quando comparado a curva na auséncia dessa substancia
(Emax = 72,7 £ 3,5%; pD2=7,6 = 0,1) (Figura 41, Grafico 22A e Tabela 28,
n=>5).

Entretanto, a suplementacdo com 50 mg/kg da alga nos ratos que
consumiram a dieta padréo potencializou 14 vezes o efeito relaxante da ACh
na presenca do tempol (pD2=28,8+0,1), sem alteragcdo do efeito maximo
(Emax = 81,9 £ 3,6%), quando comparado a auséncia dessa substancia
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(pD2=7,7£0,2; Emax=94,4 +5,3%) (Figura 42, Grafico 22B e Tabela 28,
n=>5).

O tratamento dos ratos que consumiram a dieta padrdo com sildenafila
nao alterou o relaxamento promovido pela ACh na presenca do tempol
(Emax = 92,0 £ 3,9%; pD2=8,1 £ 0,3) em relacdo a curva obtida na auséncia
dessa substancia (Emax= 92,7 + 3,1%; pD2=7,4 £ 0,3) (Figura 43, Gréafico 24C
e Tabela 28, n = 5).

Na avaliacdo da curva de ACh na presenca da catalase, enzima que
decompde o H202, nos ratos alimentados com a dieta padrdo do grupo GCS,
evidenciou-se potencializagdo do relaxamento promovido pela ACh, em
6 vezes (pD2=8,6 + 0,1) quando comparado a curva na auséncia do inibidor
(pD2=7,6 £ 0,1), bem como aumento da eficacia relaxante do agonista
(Emax = 100,0 £ 0,0 e 72,7 + 3,5%, respectivamente) (Figura 41, Gréfico 24A e
Tabela 28, n = 5).

A suplementacdo com 50 mg/kg da alga nos ratos que consumiram a
dieta padréo potencializou 7 vezes o efeito relaxante da ACh na presenca da
catalase (pD2 =8,5+0,1) sem alteracdo do Emax (Emax= 100,0 £ 0,0%) quando
comparado a auséncia do inibidor (pD2 = 7,7 £ 0,2; Emax = 94,4 + 5,3%) (Figura
42, Gréfico 22B e Tabela 28, n = 5).

Nos ratos alimentados com a dieta padrdo e tratados com sildenafila,
nao houve alteracdo do relaxamento promovido pela ACh na presenca da
catalase (Emax = 84,7 £ 3,5%; pD2 = 8,2 £ 0,1) em relagédo a curva obtida na
auséncia do inibidor (Emax = 92,7 + 3,1%; pD2=7,4 £ 0,3) (Figura 43, Grafico
22C e Tabela 28, n = 5).
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Figura 41 — Registros representativos do efeito relaxante da ACh na auséncia (A) e na
presenca de apocinina (B), de tempol (C) e de catalase (D) em corpo cavernoso
isolado de rato do grupo GCS.
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As setas para baixo representam a adicdo cumulativa de ACh. FEN = fenilefrina;
GCS = grupo controle salina.

Fonte: SOUZA, 2018.
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Figura 42 — Registros representativos do efeito relaxante da ACh na auséncia (A) e na
presenca de apocinina (B), de tempol (C) e de catalase (D) em corpo cavernoso
isolado de rato do grupo GC + SP50.
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As setas para baixo representam a adicdo cumulativa de ACh. FEN = fenilefrina;
GC + SP50 = grupo alimentado com dieta padrdo e suplementado com S. platensis
50 mg/kg.

Fonte: SOUZA, 2018.
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Figura 43 — Registros representativos do efeito relaxante da ACh na auséncia (A) e na
presenca de apocinina (B), de tempol (C) e de catalase (D) em corpo cavernoso
isolado de rato do grupo GC + Sild.
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As setas para baixo representam a adicdo cumulativa de ACh. FEN = fenilefrina;
GC + Sild = grupo alimentado com dieta padr&o e tratado com sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.
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Gréfico 24 — Curvas concentragcdes-resposta cumulativas a ACh na auséncia (#) e na

presenca de apocinina (<), de tempol (<) e de catalase (<>) em corpo cavernoso
isolado de rato dos grupos GCS (A), GC + SP50 (B) e GC + Sild (C).
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente
(n =5). ANOVA one-way seguido do poOs-teste de Tukey. *p < 0,05 (auséncia vs.
catalase) e ®p < 0,05 (catalase vs. tempol e apocinina). GCS = grupo controle salina;
GC + SP50 = grupo alimentado com dieta padréo e suplementado com S. platensis
50 mg/kg; GC + Sild = grupo alimentado com dieta padréo e tratado com sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.
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Tabela 28 — Valores de Emax € de pD: da ACh na auséncia e na presenca de
apocinina, de tempol e de catalase em corpo cavernoso isolado de rato dos grupos

GCS, GC + SP50 e GC + Sild.

ACh
GCS
Auséncia
Apocinina
Tempol
Catalase
GC + SP50
Auséncia
Apocinina
Tempol
Catalase
GC + Sild
Auséncia
Apocinina
Tempol
Catalase

Emax (%)

72,7+ 3,5
66,5 + 3,6
68,5 + 7,5%

100,0 £ 0,0*

94,4 +5,3
81,2+25
81,9+ 3,6
100,0+0,0

92,7+3,1
84,1+4,8
92,0+3,9
84,7+ 3,5

pD:

76+0,1
8,9 +0,2*
8,8 £0,2*
8,6 +0,1*

7,7+£0,2
9,0+0,1*
8,8+0,1*
8,5+0,1

7,4+0,3
7,4+0,3
8,1+0,3
8,2+0,1

ANOVA one-way seguido do pos-teste de Tukey. *p < 0,05 (auséncia vs. apocinina,
tempol e catalase) e ®p < 0,05 (catalase vs. tempol e apocinina) (n = 5). GCS = grupo
controle salina; GC + SP50 = grupo alimentado com dieta padrao e suplementado com
S. platensis 50 mg/kg; GC + Sild = grupo alimentado com dieta padréo e tratado com

sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.
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Ao analisar a curva da ACh na presenca da apocinina, nos ratos que
consumiram a dieta hipercalérica do grupo GOS, ndo houve alteracdo da
efichcia contratii desse agonista (Emax = 58,2 + 6,1%), mas ocorreu
potencializacdo da resposta relaxante da ACh, em 19 vezes (pD2=8,3+0,2)
gquando comparado a curva na auséncia desse inibidor (Emax = 50,7 £ 2,3%;
pD2 = 7,0 £ 0,1) (Figura 44, Gréfico 25A e Tabela 29, n = 5).

Porém, a suplementagdo com 50 mg/kg da alga nos ratos alimentados
com a dieta hipercalérica ndo deslocou a curva cumulativa a ACh
(Emax = 72,7 £ 2,3%; pD2=28,6+0,4) quando comparado a auséncia desse
inibidor (Emax=70,3+5,7%; pD2=9,0+£0,1) (Figura 45, Grafico 25B e
Tabela 29, n=5). Nos ratos que consumiram a dieta hipercalérica e foram
suplementados com S. platensis na dose de 100 mg/kg, a presenca da
apocinina (Emax = 55,2 + 1,6%; pD2 = 7,6 £ 0,3) também n&o alterou a eficacia
ou a poténcia relaxante promovida pela ACh na auséncia do inibidor
(Emax = 44,4 £ 4,3%; pD2 = 7,9 £ 0,3) (Figura 46, Grafico 25C e Tabela 29,
n=>5).

O tratamento com sildenafila ndo alterou o relaxamento promovido pela
ACh nos ratos alimentados com a dieta hipercal6rica, na presenca da apocinina
(Emax = 96,2 + 2,4%; pD2 = 8,1 £ 0,2) em relagdo a curva obtida na auséncia
desse inibidor (Emax = 97,6 + 2,4%; pD2 = 8,6 + 0,1) (Figura 47, Grafico 25D e
Tabela 29, n = 5).

Adicionalmente, a avaliacdo da curva de relaxamento da ACh na
presenca do tempol, nos ratos que consumiram a dieta hipercal6rica do grupo
GOS, demonstrou que nao houve alteracdo da eficacia relaxante desse
agonista (Emax = 69,1 £ 5,6%), mas ocorreu potencializacdo da resposta
relaxante da ACh, em 23 vezes (pDz = 8,5 + 0,1) quando comparado a curva na
auséncia dessa substancia (Emax =50,7 £2,3%; pD2=7,0 + 0,1) (Figura 44,
Gréfico 25A e Tabela 29, n =5).

Entretanto, a suplementacdo com 50 mg/kg da alga nos ratos
alimentados com a dieta hipercaldrica potencializou 10 vezes o efeito contratil
da ACh na presenca do tempol (pD2=8,0+0,2) com aumento do Emax
(Emax = 95,7 £ 1,9%) quando comparado a auséncia dessa substancia
(pD2=9,0£0,1; Emax=70,3 +5,7%) (Figura 45, Grafico 25B e Tabela 29,




Souza, I. L. L. 207

Resultados
n=>5). Porém, nos ratos alimentados com a dieta hipercalorica e
suplementados com S. platensis na dose de 100 mg/kg, a presenca do tempol
(Emax = 49,9 £ 6,4%; pD2= 8,2 + 0,2) ndo alterou a eficacia ou a poténcia
relaxante promovida pela ACh na auséncia dessa substancia
(Emax = 44,4 £ 4,3%; pD2 = 7,9 £ 0,3) (Figura 46, Grafico 25C e Tabela 29,
n=>5).

O tratamento com sildenafila ndo alterou o relaxamento promovido pela
ACh nos ratos que consumiram a dieta hipercaldrica na presenca do tempol
(Emax = 90,9 £ 4,7%; pD2=7,9 £ 0,2) em relagdo a curva obtida na auséncia
dessa substancia (Emax= 97,6 + 2,4%; pD2 = 8,6 =+ 0,1) (Figura 47, Gréafico 25D
e Tabela 29, n = 5).

Além disso, ao analisar a curva da ACh na presenca da catalase, nos
ratos que consumiram a dieta hipercalorica do grupo GOS, observou-se
aumento na eficacia contratii desse agonista (Emax = 82,7 * 7,5%) e
potencializagéo da resposta relaxante da ACh, em 140 vezes (pD2=9,4 £0,2)
gquando comparado a curva na auséncia desse inibidor (Emax = 50,7 £ 2,3%;
pD2 =7,0 £ 0,1) (Figura 44, Gréfico 25A e Tabela 29, n = 5).

Entretanto, a suplementacdo com 50 mg/kg da alga nos ratos
alimentados com a dieta hipercalérica ndo deslocou a curva cumulativa a ACh
na presenca da catalase (pD2=9,1%0,2), mas, houve aumento do Emax
(Emax = 100,0 *= 0,0%) quando comparado a auséncia dessa substancia
(pD2=9,0£0,1; Emax =70,3 £5,7%) (Figura 45, Grafico 25B e Tabela 29,
n=>5). Porém, nos ratos alimentados com a dieta hipercalérica e
suplementados com S. platensis na dose de 100 mg/kg, a presenca da
catalase (Emax = 100,0 + 0,0%; pD2= 9,7 £ 0,1) aumentou a eficacia e a
poténcia relaxante (108 vezes) promovida pela ACh na auséncia dessa
substancia (Emax = 44,4 £ 4,3%; pD2 = 7,9 + 0,3) (Figura 46, Gréfico 25C e
Tabela 29, n = 5).

O tratamento com sildenafila ndo alterou o relaxamento promovido pela
ACh nos ratos que consumiram a dieta hipercaldrica na presenca da catalase
(Emax = 88,6 £ 0,9%; pD2=28,4 + 0,1) em relagdo a curva obtida na auséncia
dessa substancia (Emax= 97,6 + 2,4%; pD2 = 8,6 + 0,1) (Figura 47, Gréafico 25D
e Tabela 29, n =5).




Souza, I. L. L. 208
Resultados

Figura 44 — Registros representativos do efeito relaxante da ACh na auséncia (A) e na
presenca de apocinina (B), de tempol (C) e de catalase (D) em corpo cavernoso
isolado de rato do grupo GOS.
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As setas para baixo representam a adicdo cumulativa de ACh. FEN = fenilefrina;
GOS = grupo controle salina.

Fonte: SOUZA, 2018.
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Figura 45 — Registros representativos do efeito relaxante da ACh na auséncia (A) e na
presenca de apocinina (B), de tempol (C) e de catalase (D) em corpo cavernoso
isolado de rato do grupo GO + SP50.
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As setas para baixo representam a adicdo cumulativa de ACh. FEN = fenilefrina;
GO + SP50 = grupo alimentado com dieta hipercalérica e suplementado com
S. platensis 50 mg/kg.

Fonte: SOUZA, 2018.
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Figura 46 — Registros representativos do efeito relaxante da ACh na auséncia (A) e na
presenca de apocinina (B), de tempol (C) e de catalase (D) em corpo cavernoso
isolado de rato do grupo GO + SP100.
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As setas para baixo representam a adicdo cumulativa de ACh. FEN = fenilefrina;
GO + SP100 = grupo alimentado com dieta hipercalérica e suplementado com
S. platensis 100 mg/kg.

Fonte: SOUZA, 2018.
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Figura 47 — Registros representativos do efeito relaxante da ACh na auséncia (A) e na

presenca de apocinina (B), de tempol (C) e de catalase (D) em corpo cavernoso
isolado de rato do grupo GO + Sild.
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As setas para baixo representam a adicdo cumulativa de ACh. FEN = fenilefrina;
GO + Sild = grupo alimentado com dieta hipercalérica e tratado com sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.
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Gréfico 25 — Curvas concentragfes-resposta cumulativas a ACh na auséncia (#) e na
presenca de apocinina (<), de tempol (<) e de catalase (<>) em corpo cavernoso
isolado de rato dos grupos GOS (A), GO + SP50 (B), GO + SP100 (C) e GO + Sild (D).
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente
(n=5). ANOVA one-way seguido do pés-teste de Tukey. *p < 0,05 (auséncia vs.
tempol e catalase); @p < 0,05 (apocinina vs. tempol e catalase) e ®p < 0,05 (tempol vs.
catalase). GOS =grupo obeso salina;, GO+ SP50 e GO + SP100 = grupos
alimentados com dieta hipercalérica e suplementados com S. platensis 50 e
100 mg/kg, respectivamente; GO + Sild = grupo alimentado com dieta hipercaldrica e
tratado com sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.
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Tabela 29 — Valores de Emax € de pD: da ACh na auséncia e na presenca de
apocinina, de tempol e de catalase em corpo cavernoso isolado de rato dos grupos
GOS, GO + SP50, GO + SP100 e GO + Sild.

FEN Emax (%) pD-
GOS
Auséncia 50,7+ 2,3 7,0+0,1
Apocinina 58,2+ 6,1 8,3+0,2*
Tempol 69,1+5,6 8,5+0,1*
Catalase 82,7 + 7,5 9,4 + 0,2*
GO + SP50
Auséncia 70,357 9,0+£0,1
Apocinina 72,7+23 8,604
Tempol 95,7 + 1,9*@ 8,0 £ 0,2*
Catalase 100,0 + 0,0*@ 9,1+0,2
GO + SP100
Auséncia 44,4 + 4,3 7,903
Apocinina 55,2+1,6 7,6 +0,03
Tempol 499+6,4 82+0,2
Catalase 100,0 + 0,0*@® 9,7 £ 0,1*@®
GO + Sild
Auséncia 976+24 8,6+0,1
Apocinina 96,2+24 8,1+0,2
Tempol 90,9+4,7 7,9+0,2
Catalase 88,6 + 0,9 8,4+0,1

ANOVA one-way seguido do pos-teste de Tukey. *p < 0,05 (auséncia vs. apocinina,
tempol e catalase), @p < 0,05 (apocinina vs. tempol e catalase) e ®p < 0,05 (tempol vs.
catalase) (n=5). GOS = grupo obeso salina; GO + SP50 e GO + SP100 = grupos
alimentados com dieta hipercalérica e suplementados com S. platensis 50 e 100
mg/kg, respectivamente; GO + Sild = grupo alimentado com dieta hipercalérica e
tratado com sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.
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5.6.4 Efeito da suplementagé&o alimentar com S. platensis sobre o estresse

oxidativo

5.6.4.1 Efeito da suplementacdo alimentar com S. platensis sobre os

niveis de MDA no plasma, nos tecidos adiposos e no corpo cavernoso

Nos ratos alimentados com a dieta padrdo, nao foi observada diferenga
na concentracdo de MDA no plasma dos grupos GCS (5,3 +0,2 ymol/L),
GC + SP25 (4,2 + 0,5 ymol/L), GC + SP50 (5,1 +0,1 umol/L), GC + SP100
(5,1 £ 0,2 ymol/L) e GC + Sild (4,0 = 0,3 pmol/L) (Grafico 26A, n = 5).

De maneira semelhante, a concentragcdo de MDA nos tecidos adiposos
epididimal, retroperitoneal e inguinal ndo diferiu entre os ratos alimentados com
a dieta padrdo dos grupos GCS (1,9+0,2; 1,8 £+ 0,2 e 3,1 = 0,3 pmoliL,
respectivamente), GC + SP25 (2,3+0,1; 2,3 + 0,1 e 3,4%0,2 pmoliL,
respectivamente), GC + SP50 (29+0,6; 2,6 £+ 0,5 e 4,0%0,2 umoliL,
respectivamente), GC + SP100 (3,2+0,4; 3,2+ 0,3 e 4,0+0,3 pmol/L,
respectivamente) e GC + Sild (2,3 + 0,2; 19 + 0,3 e 2,9 £0,4 umol/L,
respectivamente) (Gréfico 26B-D, n = 5).

No corpo cavernoso, a concentragdo de MDA nao foi alterada nos ratos
gue consumiram a dieta padrédo e foram suplementados com a alga nas doses
de 25 (0,8 £ 0,1 umol/L), 50 (0,9 + 0,1 ymol/L) e 100 mg/kg (0,5 + 0,2 ymol/L)
ou tratados com sildenafila (0,7 +£0,1 ymol/L) em relagdo ao grupo GCS
(0,5 £ 0,1 ymol/L) (Grafico 26E, n = 5).

Nos ratos alimentados com a dieta hipercaldrica, o grupo GOS
(6,8 £ 0,3 umol/L) apresentou aumento na concentracdo de MDA no plasma em
relacdo ao grupo GCS (5,3 + 0,2 umol/L). Entretanto, a suplementacdo com
S. platensis nas doses de 25 (3,9 = 0,1 ymol/L), 50 (2,9 £ 0,1 pmol/L) e
100 mg/kg (3,9 £ 0,3 pmol/L), bem como o tratamento com sildenafila
(2,8 £0,6 ymol/L) preveniram a alteracdo causada pelo consumo da dieta
hipercalorica, uma vez que houve reducao na concentracdo de MDA no plasma
em relacdo ao grupo GOS, sendo observada a maior diminuicdo em ambos
grupos GO + SP50 e GO + Sild (Grafico 27A, n = 5).
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No tecido adiposo epididimal, o grupo GOS apresentou aumento na
concentracdo de MDA de 1,9 + 0,2 umol/L (GCS) para 3,3+0,3 pmol/L.
Entretanto, os grupos que consumiram a dieta hipercalérica e foram
suplementados com 25 (1,9 £ 0,2 umol/L), 50 (1,5 £ 0,1 umol/L) e 100 mg/kg
da alga (1,6 +£0,2 ymol/L), bem como o grupo tratado com sildenafila
(2,0 £ 0,2 ymol/L) apresentaram diminuicdo na concentracdo de MDA em
relacdo ao grupo GOS, nao diferindo do grupo GCS (Grafico 27B, n = 5).

No tecido adiposo retroperitoneal, o grupo GOS (3,2 = 0,2 umol/L)
apresentou concentracdo de MDA superior ao grupo GCS (1,8 = 0,2 umol/L).
Entre os ratos que consumiram a dieta hipercal6rica e foram suplementados,
GO + SP50 (1,7 £ 0,3 pmol/L) e GO + SP100 (1,5 = 0,1 pmol/L), bem como o
grupo tratado com sildenafila (2,2 £ 0,2 pmol/L) apresentaram redu¢do nos
niveis de MDA em relacdo ao grupo GOS. Além disso, GO + SP50 e
GO + SP100 também apresentaram concentracdo de MDA inferior ao grupo
GO + SP25 (2,7 £ 0,2 ymol/L) (Gréfico 27C, n = 5).

A concentracdo de MDA no tecido adiposo inguinal ndo diferiu entre os
grupos GCS (3,1 + 0,3 umol/L), GOS (2,6 £+ 0,4 pmol/lL), GO + SP25
(2,5+0,1 ymol/L), GO + SP50 (2,2 += 0,2 pupmolll), GO + SP100
(2,7 £0,2 ymol/L) e GO + Sild (3,0 £ 0,3 ymol/L) (Grafico 27D, n = 5).

No corpo cavernoso, 0 grupo GOS apresentou aumento na
concentracdo de MDA de 0,4 = 0,1 pmol/L (GCS) para 1,5 = 0,2 pmol/L.
Entretanto, a suplementacdo dos ratos que consumiram a dieta hipercalérica
com S. platensis nas doses de 25 (0,2 + 0,1 ymol/L), 50 (0,2 £ 0,1 umol/L) e
100 mg/kg (0,3 = 0,1 umol/L) reduziu os niveis de MDA em relacdo a ambos
grupos GOS e GO + Sild (0,9 £ 0,2 ymol/L), sem apresentar diferenga para o
grupo GCS (Grafico 27E, n =5).
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Gréfico 26 — Concentracdo de MDA em plasma (A), em tecidos adiposos epididimal
(B), retroperitoneal (C) e inguinal (D) e em corpo cavernoso (E) de rato dos grupos
GCS, GC + SP25, GC + SP50, GC + SP100 e GC + Sild.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente
(n =5). MDA = malondialdeido; GCS = grupo controle salina; GC + SP25, GC + SP50
e GC + SP100 = grupos alimentados com dieta padrdo e suplementados com
S. platensis 25, 50 e 100 mg/kg, respectivamente; GC + Sild = grupo alimentado com
dieta padréo e tratado com sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.
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Gréfico 27 — Concentracdo de MDA em plasma (A), em tecidos adiposos epididimal
(B), retroperitoneal (C) e inguinal (D) e em corpo cavernoso (E) de rato dos grupos
GCS, GOS, GO + SP25, GO + SP50, GO + SP100 e GO + Sild.

A 10.0+ B 10.0+
* o
7.5 T S 75
g 8
= e
£ ;7 =
2 50 ¢ 1ox S 5.0
g a ‘ ! :
= ¥ * <D.: “
2.5 2.5 #
' z i i ) ii
0.0- L 0.0- -
5 O o S O 5 O o S O O
P P LSS S A A IR BN
[N xé? 6Q'\/ OX6 [T {7 K G)Q'\/ ox@
O O x ) o) o x S
C 100 SR D 100- (NG
g 7.5+ _8 7.5
g 2
2 o
S 5.0 S 5.0
£ £
= * 2
= & # <
[a) 4 [ 4
- i|i|ii# gi - iii
0.0- - 0.0-
T T T T T T T T T T T T
5 © H S & O I -SSR SN
& & £ > @ LN
X o X
L P e © L &£ e ©
El0.0-
S 754
S
I
=
S 5.0-
£
2
3
9 25 X
0ol wie  wmee S i
T T T T T T
S O o S O
P P LSS
o o & K gL 0

L L o &

Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente
(n =5). ANOVA one-way seguido do pos-teste de Tukey. *p < 0,05 (GCS vs. GOS,
GO + SP25, GO + SP50, GO + SP100 e GO + Sild); *p < 0,05 (GOS vs. GO + SP25,
GO + SP50, GO + SP100 e GO + Sild); ¥p < 0,05 (GO + SP25 vs. GO + SP50,
GO + SP100 e GO + Sild); *p < 0,05 (GO + SP100 vs. GO + SP50 e GO + Sild) e
*p < 0,05 (GO + Sild vs. GO + SP25, GO + SP50 e GO + SP100). GCS = grupo
controle salina; GOS = grupo obeso salina; GO + SP25, GO + SP50 e
GO + SP100 = grupos alimentados com dieta hipercaldrica e suplementados com
S. platensis 25, 50 e 100 mg/kg, respectivamente; GO + Sild = grupo alimentado com
dieta hipercalérica e tratado com sildenafila. Fonte: SOUZA, 2018.
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5.6.4.2 Efeito da suplementacdo alimentar com S. platensis sobre a
capacidade antioxidante total do plasma, dos tecidos adiposos e do corpo

cavernoso

Nos ratos alimentados com a dieta padréo, ndo foi observada diferenca
na capacidade antioxidante total do plasma dos grupos GCS (44,4 £ 1,2%),
GC+SP25 (488 * 16%), GC + SP50 (45,6+1,6%), GC + SP100
(44,2 + 0,8%) e GC + Sild (49,8 + 2,5%) (Grafico 28A, n =5).

Entretanto, os ratos que consumiram a dieta padrdo e foram
suplementados com S. platensis na dose de 50 mg/kg (89,8 * 4,1%)
apresentaram elevacdo na capacidade antioxidante total do tecido adiposo
epididimal quando comparado aos grupos GCS (44,8 + 4,0%), GC + SP25
(57,6 + 4,2%), GC + SP100 (52,6 *+ 4,4%) e GC + Sild (60,0 £ 1,6%) (Grafico
28B, n =5).

De maneira semelhante, no tecido adiposo retroperitoneal, o grupo que
consumiu a dieta padrdo e foi suplementado com 50 mg/kg da alga
(68,6 + 4,0%) apresentou aumento na capacidade antioxidante total em relacao
ao grupo GCS (35,2 + 4,6%), apesar disso, nédo diferiu dos outros grupos
suplementados com S. platensis, GC + SP25 (54,0 + 8,1%) e GC + SP100
(48,2 = 7,6%), bem como do grupo tratado com sildenafila (58,0 £ 2,1%)
(Gréfico 28C, n = 5).

No tecido adiposo inguinal, na capacidade antioxidante total ndo diferiu
entre os ratos alimentados com a dieta padréo dos grupos GCS (52,0 + 5,7%),
GC +SP25 (46,8+2,7%), GC + SP50 (61,8+5,6%), GC + SP100
(47,4 + 4,0%) e GC + Sild (61,4 + 2,5%) (Grafico 28D, n = 5).

No corpo cavernoso, ndo foi observada diferenca na capacidade
antioxidante total entre os ratos alimentados com a dieta padrdao dos grupos
GCS (61,6 = 2,7%), GC + SP25 (61,8 + 6,7%), GC + SP50 (51,2 + 3,5%),
GC + SP100 (54,6 £ 5,9%) e GC + Sild (68,8 *+ 3,8%) (Grafico 28E, n = 5).

Nos ratos alimentados com a dieta hipercaldrica, o grupo GOS
(34,0 £ 2,7%) apresentou reducdo na capacidade antioxidante total do plasma
em relacdo ao grupo GCS (44,4 £ 1,2%), nédo diferindo do grupo GO + SP25

(37,6 £ 5,6%). Entretanto, 0s grupos suplementados com S. platensis,
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GO + SP50 (52,0 + 3,4%) e GO + SP100 (50,4 + 4,5%), bem como 0 grupo
tratado com sildenafila (52,2 + 3,1%) preveniram a alteracdo causada pelo
consumo da dieta hipercalérica, uma vez que foi observado aumento da
capacidade antioxidante total em relacdo ao grupo GOS, nédo diferindo do
grupo GCS (Grafico 29A, n = 5).

No tecido adiposo epididimal, os grupos GOS (30,6 + 2,2%) e GCS
(44,8 + 4,0%) n&o apresentaram diferenca entre a capacidade antioxidante total
tecidual. Entre os grupos que consumiram a dieta hipercalorica e foram
suplementados com a alga, GO +SP25 (42,6 + 4,3%) e GO + SP100
(47,4 £ 4,3%) nédo diferiram do grupo GOS. Apesar disso, GO + SP50
(61,0 £ 6,0%) e o grupo tratado com sildenafila (59,2 £ 5,9%) apresentaram
aumento na capacidade antioxidante total em relacdo ao grupo GOS
(Gréfico 29B, n =5).

No tecido adiposo retroperitoneal, a capacidade antioxidante total do
grupo GOS (32,8 + 3,6%) nao apresentou diferenca em relagéo ao grupo GCS
(35,2 +4,6%). Entre os grupos alimentados com a dieta hipercaldrica,
GO + SP100 (56,4 +4,8%) e GO +Sild (53,8+5,7%) apresentaram um
aumento na capacidade antioxidante total em relagédo aos grupos GCS, GOS e
GO + SP25 (31,2 + 4,8%), nao diferindo do grupo GO + SP50 (36,2 + 5,0%)
(Gréfico 29C, n = 5).

No tecido adiposo inguinal, ndo foi observada diferenca entre a
capacidade antioxidante total dos grupos GCS (52,0 5,7%) e GOS
(52,4 £ 2,5%). Entre 0s grupos que consumiram a dieta hipercal6rica e foram
suplementados com a alga, GO +SP25 (67,6 +5,8%), GO+ SP50
(47,6 £4,5%) e GO + SP100 (46,4 + 5,1%), assim como o grupo tratado com
sildenafila (63,4 +5,9%), ndo houve alteracdo em relacdo ao grupo GOS
(Grafico 29D, n = 5).

De maneira similar, os grupos GCS (61,6 + 2,6%), GOS (51,6 + 3,8%),
GO + SP25 (55,6 +6,3%), GO+ SP50 (49,2 * 2,1%), GO + SP100
(47,0+£1,9%) e GO +Sild (56,4 + 2,3%) ndo apresentaram diferenca na
capacidade antioxidante total no corpo cavernoso (Grafico 29E, n = 5).
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Gréfico 28 — Capacidade antioxidante total no plasma (A), nos tecidos adiposos
epididimal (B), retroperitoneal (C) e inguinal (D) e no corpo cavernoso (E) de rato dos
grupos GCS, GC + SP25, GC + SP50, GC + SP100 e GC + Sild.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente
(n=5). ANOVA one-way seguido do pos-teste de Tukey. *p< 0,05 (GCS vs.
GC + SP50) e @p < 0,05 (GC + SP50 vs. GC + SP25, GC + SP100 e GC + Sild);
GCS = grupo controle salina; GC + SP25, GC + SP50 e GC + SP100 = grupos
alimentados com dieta padrdo e suplementados com S. platensis 25, 50 e 100 mg/kg,
respectivamente; GC + Sild = grupo alimentado com dieta padrédo e tratado com

sildenafila.

Fonte: SOUZA, 2018.




Souza, I. L. L. 221

Resultados

Gréfico 29 — Capacidade antioxidante total no plasma (A), nos tecidos adiposos
epididimal (B), retroperitoneal (C) e inguinal (D) e no corpo cavernoso (E) de rato dos
grupos GCS, GOS, GO + SP25, GO + SP50, GO + SP100 e GO + Sild.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente
(n =5). ANOVA one-way seguido do pds-teste de Tukey. *p < 0,05 (GCS vs. GOS,
GO + SP100 e GO + Sild), *p < 0,05 (GOS vs. GO + SP50, GO + SP100 e GO + Sild)
e ép < 0,05 (GO + SP25 vs. GO + SP100 e GO + Sild). GCS = grupo controle salina;
GOS = grupo obeso salina; GO + SP25, GO + SP50 e GO + SP100 = grupos
alimentados com dieta hipercalérica e suplementados com S. platensis 25, 50 e
100 mg/kg, respectivamente; GO + Sild = grupo alimentado com dieta hipercalérica e
tratado com sildenafila. Fonte: SOUZA, 2018.
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5.6.4.3 Efeito da suplementacdo alimentar com S. platensis sobre a
expresséo proteica de ERK1/2 no corpo cavernoso

A expressdo proteica da ERK1/2 no corpo cavernoso de rato foi
semelhante entre os ratos alimentados com a dieta padrdo dos grupos GCS
(0,9 £0,06) e GC + SP50 (0,8 £ 0,2), bem como os ratos que consumiram a
dieta hipercalo6rica dos grupos GOS (1,0 +0,06), GO + SP 25 (0,9 £ 0,07),
GO + SP50 (0,8 £0,1) e GO + SP100 (0,8 + 0,1) (Gréfico 30, n = 5).
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Gréfico 30 — Expresséao proteica de ERK1/2 em corpo cavernoso de rato dos grupos
GCS, GC + SP50, GOS, GO + SP25, GO + SP50 e GO + SP100.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente
(n =5). GCS = grupo controle salina; GC + SP50 = grupo alimentado com dieta padrao
e suplementado com S. platensis 50 mg/kg; GOS = grupo obeso salina; GO + SP25,
GO + SP50 e GO + SP100 =grupos alimentados com dieta hipercalérica e
suplementados com S. platensis 25, 50 e 100 mg/kg, respectivamente.

Fonte: SOUZA, 2018.
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No presente estudo, foi padronizado e implantado um modelo de
disfuncao erétil associado ao consumo de dieta hipercalérica em ratos Wistar.
Essa ingestédo alimentar resultou no aumento da massa corporal final dos ratos
e dos parametros relacionados a adiposidade corporal, bem como foi
correlacionada a reducdo da funcdo erétil, in vivo, aumento da resposta
contratii e reducdo do relaxamento do corpo cavernoso, in vitro, por
mecanismos relacionados a via da RhoA/ROCK, do NO, dos prostanoides e
das ROS, além de promover aumento no estresse oxidativo sistémico e
tecidual. Interessantemente, esses efeitos foram prevenidos, nos ratos
alimentados com a dieta hipercalérica, pela suplementacdo alimentar com
S. platensis.

O principal impacto da obesidade € a sua contribuicAo para o
desenvolvimento de diferentes comorbidades, como a hipertensao arterial e a
disfuncdo erétil, tornando-se um grave problema de saude publica mundial
(NASCIMENTO et al., 2008; CORONA et al., 2010). De fato, junto ao
tabagismo, a obesidade é considerada uma das causas mais comuns evitaveis
e, portanto, trataveis de morte prematura (CORONA et al., 2014). Dessa forma,
evidencia-se 0 interesse em compreender 0s processos bioquimicos e
metabdlicos que envolvem a fisiopatologia da obesidade para que se possa
estabelecer um tratamento eficaz para essa doenca, bem como reduzir o
impacto das diversas doencas correlacionadas a ela (NAVES; PASCHOAL,
2007).

Recentemente, Oliveira et al. (2016) verificaram que ratos Wistar
alimentados por oito semanas com dieta hipercalérica (417,0 kcal/100 g)
apresentaram eficacia contratil intestinal reduzida frente ao KCl e ao carbacol
(CCh). Semelhantemente, ao utilizar a mesma dieta utilizada nesse estudo por
16 semanas, Ferreira (2017) demonstrou reducdo da reatividade intestinal
contrétil e relaxante, além de aumento na peroxidacdo lipidica do tecido
adiposo de rato Wistar. Interessantemente, apdés oito semanas de consumo
alimentar da dieta hipercalorica (417,0 kcal/100 g), a suplementacéo alimentar
com a alga S. platensis reverteu o0 aumento da adiposidade corporal, restaurou
a reatividade contrétil intestinal e reduziu a peroxidacdo lipidica do tecido

adiposo. Ademais, a suplementacdo com S. platensis também promoveu
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reducédo da reatividade contréatil e melhora da reatividade relaxante em aorta de
rato saudavel (BRITO, 2014).

Nesse contexto, a S. platensis, que € uma alga verde-azulada com alto
valor nutricional, tem despertado o interesse de pesquisadores como fonte
potencial para o tratamento de diferentes doencas (MARCEL et al., 2011; ALI;
BARAKAT; HASSAN, 2015; IBRAHIM; ABDEL-DAIM, 2015) e, uma vez que a
suplementacao alimentar com a alga promoveu efeitos benéficos em modelos
de mausculos lisos intestinal e vascular, decidiu-se avaliar o impacto que o
consumo da dieta hipercaldrica promoveria sobre a funcdo erétil de ratos e
verificar se a suplementacdo alimentar com a S. platensis preveniria o
desenvolvimento das disfungfes fisiolégicas desencadeadas pela alteracédo
dietética.

No delineamento experimental, os ratos Wistar foram alimentados com
dieta padrdo ou hipercaldorica durante oito semanas, e receberam
simultaneamente solucéo salina, suplementacdo com S. platensis nas doses de
25, 50 e 100 mg/kg/dia ou foram tratados com sildenafila na dose de 1,5
mg/kg/dia, droga padrao utilizada na terapia da disfuncéo erétil por humanos e
em estudos pré-clinicos com ratos (WALKER et al., 1999; LEONI, 2016).

A limitacdo ética em estudar a susceptibilidade dos humanos as
disfuncdes fisiolégicas desencadeadas pela obesidade resultou na criacdo de
modelos de obesidade animal baseados em lesdo neural, anormalidades
genéticas, alteracdes enddcrinas e/ou alimentares (SCLAFANI; SPRINGER,
1976; PEREIRA; FRANCISCHI; LANCHA JR, 2003). Nesse estudo, induziu-se
disfuncdes fisioldgicas em ratos Wistar através da alteracao dietética, processo
gue se assemelha a obesidade humana atual (MEGUID et al., 2004).

Nesse contexto, uma das principais problematicas para a visualizagao
do impacto que a alteragcdo da ingestdo alimentar promove nos animais
consiste na determinacdo do periodo de consumo da dieta, que geralmente
varia de quatro a mais de 20 semanas, com predominio de oito semanas
quando o animal utilizado é o rato (SILVA, 2014). Dessa forma, definiu-se que
os ratos deste estudo seriam alimentados com as dietas diferenciadas durante
oito semanas. Apds esse periodo, entre os ratos alimentados com dieta
padrdo, o grupo GC + SP50 apresentou ingestdo alimentar estimada e
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quantidade caldrica fornecida pela dieta inferior aos demais grupos (Tabelas 4
e 6). Nesse caso, a reducéo da ingestado alimentar dos ratos suplementados
com a alga na dose de 50 mg/kg pode ter ocorrido em fungcdo da modulacdo
positiva de horménios que estimulam a saciedade, destacando-se a CCK e o
GLP-1. A liberacédo desses hormoénios na corrente sanguinea ocorre em funcao
da presenca de macronutrientes no duodeno, principalmente de proteinas,
principais componentes da S. platensis. A reducdo das concentracdes
sanguineas de CCK e GLP-1 ja foram demonstradas em estudos clinicos que
utilizaram a suplementacdo com proteinas do soro do leite (HALL et al., 2003;
HARAGUCHI; ABREU; PAULA, 2006). Entretanto, sdo necessarios estudos
mais aprofundados para comprovar ou refutar essas conjecturacoes.

Comparando o consumo das diferentes dietas, o grupo GOS apresentou
ingestdo alimentar estimada e valor calérico fornecido pelo consumo da dieta
inferior ao grupo GCS (Tabelas 4-7). Esses dados estdo de acordo com
diferentes pesquisas que utilizaram a mesma dieta hipercalérica (410,0
kcal/100 g) consumida pelos ratos deste estudo, proposta por Estadella et al.
(2004), onde também houve reducdo nesses parametros para ratos ou ratas
(BERNARDES et al.,, 2004; SILVA, 2010). Devido a elevada eficiéncia
energética de dietas hiperlipidicas e hipercaléricas, € comum haver reducdo na
ingestdo alimentar dos animais em relacdo aqueles que consumiram dieta
padrdao (HARIRI; THIBAULT, 2010; MASAGO, 2011). Além disso, em dietas
com alto percentual de lipidios, como a utilizada nesse estudo (16% vs. 4% da
dieta padrdo), essa diminuicdo do consumo alimentar também € atribuida ao
aumento na secrecdo da CCK, horménio que induz saciedade (HIMAYA et al.,
1997; KONTUREK et al.,, 2004), fato que pode justificar as diferencas
observadas nos consumos alimentares dos ratos dos grupos GOS e GCS
(Tabelas 4-7).

Em decorréncia das primeiras diferencas observadas pela ingestdo de
dietas com valor caldrico e composicao lipidica diferenciadas, e tomando como
base que a S. platensis reduziu o consumo alimentar nos ratos alimentados
com dieta padrdo, decidiu-se verificar se esse efeito ocasionado pela alga seria

reprodutivel nos ratos que consumiram a dieta hipercaldrica.
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Curiosamente, entre 0s grupos que receberam simultaneamente a dieta
hipercalorica e a suplementacdo com S. platensis, GO + SP25 e GO + SP100
apresentaram aumento no consumo alimentar estimado e no valor caldrico
fornecido pelo consumo da dieta, enquanto o grupo GO + SP50 nao alterou
esses parametros quando comparado ao grupo GOS (Tabelas 5 e 7).
Resultados semelhantes foram observados por Ferreira (2017) em estudo com
consumo de dieta hipercal6rica (417,0 kcal/100 g) durante 16 semanas e
suplementacdo iniciada na oitava semana com S. platensis. Diante desses
dados, independente da utilizacdo da suplementacao alimentar com a alga com
a proposta preventiva ou apos o desenvolvimento das disfungdes fisioldgicas,
h&d aumento da ingestdo alimentar nos ratos alimentados com a dieta
hipercalorica. Nesse contexto, elucubra-se que o efeito da alga sobre a
ingestao alimentar nos grupos que consumiram essa dieta pode ser associado
a modulacdo negativa de hormdénios que estimulam a saciedade, como a CCK
e 0 GLP-1, mas, sdo necessarios estudos mais aprofundados para comprovar
esses dados.

Interessantemente, os efeitos da S. plantesis sobre o consumo alimentar
dos ratos variou a depender do tipo de dieta ingerida e da dose utilizada na
suplementacao, o que pode indicar um efeito dual da alga sobre as substancias
orexigeneas e anorexigenas em funcdo da alteracdo dos determinantes
fisiol6égicos do controle da ingestdo alimentar desencadeada pelo consumo da
dieta hipercaldrica.

Os ratos que consumiram a dieta hipercalérica e foram tratados com
sildenafila também apresentaram aumento na ingestdo alimentar estimada e na
guantidade caldrica fornecida pela dieta (Tabelas 5 e 7), ndo correlacionado
com o seu mecanismo de acao erectogénico, mas apontado como uma reacao
adversa em humanos (FDA, 2017).

E bem consolidado na literatura que o aumento ou a diminuicdo no
consumo alimentar estao correlacionadas com o ganho ou a reducdo da massa
corporal (ABESO, 2016). Diante disso, todos 0s grupos apresentaram faixa de
massa corporal semelhante no inicio do protocolo experimental (Graficos 1 e 2,
Tabelas 8 e 9), a fim de comprovar que qualquer alteracdo no ganho de massa
corporal dos ratos estaria associada ao consumo das diferentes dietas. Porém,
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dentre os grupos alimentados com a dieta padrdo, em decorréncia do menor
consumo alimentar apresentado pelo grupo GC + SP50, ao final do periodo de
oito semanas, esses ratos apresentaram massa corporal final e ganho de
massa corporea inferior aos grupos GC + SP25, GC + SP100 e GC + Sild
(Gréfico 1 e Tabela 8).

Ao comparar 0S gQrupos que consumiram as dietas padrédo e
hipercaldrica e receberam a solug¢do salina, o grupo GOS apresentou maior
massa corporal final e ganho de massa que o grupo GCS (Grafico 2 e Tabela
9), corroborando diferentes trabalhos que forneceram a mesma dieta usada
nesse estudo a ratos (ESTADELLA et al., 2004; BORBA, 2008; NASCIMENTO
et al.,, 2008; RAVAGNANI et al., 2012). Apesar disso, € comum encontrar
estudos de disfuncbes fisiolégicas desencadeadas pela alteracdo dietética
onde ndo ha alteracdo na massa corporal final dos animais apds o consumo
das diferentes dietas, apesar de haver aumento dos depdsitos de tecido
adiposo (FRANCO; CAMPOS; DEMONTE, 2009; SILVA, 2010, FERREIRA,
2017). Embora muitas vezes sigam a mesma férmula para preparo da dieta,
essa variacdo de resultados pode ser relacionada ao uso de ingredientes de
marcas variadas no preparo das dietas, a susceptibilidade ou resisténcia dos
animais a engordar ou diferencas no tempo de consumo das dietas.

Nos ratos que consumiram a dieta hipercalérica e receberam
simultaneamente a suplementacdo com a alga, evidenciou-se uma reducao na
massa final e no ganho de massa corporal em relagdo ao grupo GOS (Gréfico
2 e Tabela 9), nédo diferindo do grupo GCS. Todavia, a utilizacdo da
suplementacdo com S. platensis apés o desenvolvimento das disfuncbes
fisiolégicas, no modelo de consumo da dieta hipercalorica (417,0 kcal/100 g)
por 16 semanas, ndo alterou a massa corporal dos ratos em relacdo ao grupo
GOS (FERREIRA, 2017).

O aumento da ingestdo alimentar e a reducdo do ganho de massa
corporal dos ratos parece contraditorio, entretanto, a composi¢cdo proteica
(65-70%) da S. platensis pode auxiliar no aumento da termogénese, fendmeno
correspondente ao aumento da taxa de metabolismo corporal, uma vez que
estd relacionado com a energia gerada na forma de calor pelos tecidos
corporais. Diferentes estudos sugerem que o aumento da ingestao de proteinas
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desencadeia a perda de massa corporal e dificulta a sua recuperagao, por
aumento na sintese proteica e no consumo de ATP para a sintese de ligacfes
peptidicas (FLATT, 1978; GARLICK; MCNURLAN; BALLMER, 1991; PORRINI
et al., 1997; MIKKELSEN; TOUBRO; ASTRUP, 2000). Dessa forma, infere-se
que apesar do aumento do consumo alimentar estimulado pela S. platensis,
esta alga previne 0 aumento da massa corporea.

Ademais, o tratamento com sildenafila nos ratos alimentados com a dieta
hipercalorica nédo alterou a massa final nem o ganho de massa corporal dos
ratos, mesmo aumentando o consumo alimentar desses animais (Grafico 2 e
Tabela 9). Dados semelhantes foram observados por Leoni (2016), em ratos
suplementados com a mesma dose utilizada nesse estudo. A capacidade da
sildenafila elevar os niveis de cGMP favorece a ativacdo da PKG e,
consequentemente, estimula a transdiferenciacdo dos adipdcitos brancos no
fendtipo intermediario brite (brown-white) ou beige, metabolicamente mais
ativo. Em humanos, essa transdiferenciacdo é estimulada, principalmente, pelo
frio ou pela exposicdo cronica as catecolaminas (MITSCHKE et al., 2013).
Diante disso, mesmo consumindo mais racdo, os ratos do grupo GO + Sild nédo
apresentaram aumento na massa corporal final (Grafico 2 e Tabela 9).

Existem diferentes fatores que influenciam o ganho de massa corporal
de animais, como a capacidade de ingestdo de alimentos; de transformar a
dieta fornecida por meio da selecdo do material ingerido; de aproveitar melhor
o alimento ingerido ou o potencial genético para acumulo de massa corporal
(fator limitante) (FERNANDES et al., 2004). Diante dessas informacdes,
destaca-se a avaliacdo de coeficientes como o CEA, o CCA e o CGPCC para
determinar a eficiéncia do animal em converter a racdo consumida em massa
corporal. O CEA e o CGPCC, calculados ao se dividir o ganho de massa
corporal do rato pelo consumo de racdo em g ou Kkcal, respectivamente,
demonstram qual animal utilizou melhor o alimento ingerido, e, quanto maior
esses indices, maior o desempenho do animal. O CCA, calculado ao se dividir
o consumo de racdo em g pelo ganho de massa corporal do rato, demonstra
qual animal aumentou sua massa corporal comendo menos ragao, logo, quanto
menor esse indice, maior o desempenho do animal (FERNANDES et al., 2004;
LUPATINI, 2015).




Souza, I. L. L. 231
Discussao

Diante dessas premissas, a suplementacdo com S. platensis ou o
tratamento com sildenafila ndo alterou o CEA, CCA ou CGPCC dos ratos que
consumiram a dieta padréo (Tabela 10). Entretanto, o grupo GOS apresentou
elevacdo no CEA e no CGPCC e reducdo no CCA guando comparado ao
grupo GCS (Tabela 11), demonstrando um melhor desempenho na conversao
da rag&do consumida em massa corporal, bem como justificando o aumento da
massa corporal dos ratos, mesmo com uma ingestdo calérica inferior. Além
disso, a suplementacao simultanea com a alga nas trés doses reduziu o CEA e
0 CGPCC e aumentou o CCA dos ratos que consumiram a dieta hipercalorica
guando comparado ao grupo GOS, néo diferindo do grupo GCS (Tabela 11),
sugerindo menor eficacia na conversdo da racdo consumida em massa
corporal, o que pode fundamentar a diminuicdo de massa final e ganho de
massa corporal nos grupos GO + SP25, GO + SP50 e GO + SP100 (Tabela
11).

Outrossim, o tratamento com sildenafila, no grupo GO + Sild reduziu o
CEA comparado ao grupo GOS, nao diferindo do grupo GCS (Tabela 11),
demonstrando um menor aproveitamento da racdo consumida, que,
compensado pelo aumento do consumo alimentar desses ratos pode justificar a
nao alteracdo do ganho de massa corporal nesse grupo (Tabelas 5 e 7).

No presente estudo, o consumo de dietas diferenciadas promoveu
diferenca na massa corporal final entre os grupos GCS e GOS (Gréfico 2 e
Tabela 9), indicando que os ratos que consumiram a dieta hipercalérica
apresentaram alteracdes fisioldgicas no controle dos processos de apetite e
saciedade. Apesar disso, esse parametro ndo fornece informacbes sobre a
composicao corporal nem a distribuicdo do tecido adiposo. Com base nessas
informacgdes, decidiu-se analisar diferentes parametros com a finalidade de
comprovar o desenvolvimento das disfuncdes fisiologicas como consequéncia
da alteracao dietética realizada nesse estudo, destacando-se os indices de Lee
e de massa corporal, a medida das circunferéncias abdominal e toréacica, a
massa das reservas adiposas, 0 indice de adiposidade e o diametro dos
adipdcitos.

O indice de Lee é calculado ao se dividir a raiz ctbica da massa corporal
final pelo comprimento nasoanal do animal (LEE, 1929), e considera como
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valor normal o indice de 0,30 g/cm para ratos Holtzman, os animais que
apresentam maior valor nesse parametro estdo propensos a obesidade
(GOMES, 2009; MACEDO, 2010). No presente estudo ndo foram observadas
diferencas entre o indice de Lee dos grupos experimentais (Tabelas 12 e 13),
semelhante ao observado em diferentes estudos com obesidade animal
induzida por ingestao excessiva de sacarose (300 g/L) ou de lipidios (42,9% de
lipidios por kcal) (MALAFAIA et al., 2013; SILVA, 2014).

Devido a variacdo inconstante do indice de Lee em muitos estudos de
obesidade, validou-se a correlacéo entre o IMC e a composicdo de lipidios da
carcaca de ratos, demonstrando a importancia desse indice na estimativa da
gordura corporal, também em ratos (NOVELLI et al., 2007). Em humanos, o
IMC é a principal medida antropométrica utilizada para diagnéstico da
obesidade. Entretanto, pode apresentar menor precisdo em idosos e ser
superestimado em individuos musculosos, como fisiculturistas (ABESO, 2016).

Entre os grupos analisados nesse estudo, apenas 0S Qrupos
GC + SP100 e GC + Sild apresentaram IMC superior ao grupo GC + SP50
(Tabelas 12), justificado pelo aumento da massa corporal final e ganho de
massa desses grupos experimentais (Grafico 1 e Tabela 8). O IMC dos animais
variou de 0,53 a 0,61 g/cm?, dentro da faixa considerada normal para rato de
30 a 150 dias de idade (0,38-0,68 g/cm?) (NOVELLI et al., 2007). Nesse
cenario, a alteracdo do comprimento nasoanal dos ratos, em decorréncia dos
animais estarem em fase de crescimento, pode ser correlacionada a né&o
variacdo desses indices para a maioria dos grupos experimentais (Tabelas 12
e 13). Além disso, as mudancas murinométricas dos ratos associadas ao
desenvolvimento da obesidade sdo observadas em tempo médio de
12 semanas de consumo de dietas hiperlipidicas ou hipercaloricas (NOVELLI et
al., 2007).

Para alguns autores, a massa corporal e o comprimento do animal sao
medidas insatisfatorias para estimar a massa adiposa livre em animais com
idade semelhante (STEPHENS, 1980; THIBAULT; WOODS;
WESTERTERP-PLANTENGA, 2004). Diante disso, outras medidas
antropométricas sao utilizadas para a caracterizacdo das alteracdes fisioldgicas

maléficas causadas pelo consumo alimentar inadequado de alimentos
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caléricos, como as medidas de circunferéncias de cintura (toracica) e quadril
(abdominal), que refletem a distribuicdo do conteldo de gordura visceral e,
relacionam-se ao risco de comorbidades (ABESO, 2016).

Nesse sentido, avaliou-se os efeitos do consumo da dieta hipercaldrica e
da suplementagdo alimentar com S. platensis sobre as circunferéncias
abdominal e toracica dos ratos. Nos ratos alimentados com dieta padréo, a
suplementacdo alimentar com a alga n&o alterou a distribuicdo do tecido
adiposo visceral. Entretanto, o grupo GC + Sild apresentou reducdo na
circunferéncia abdominal e, consequentemente, na relacdo entre as
circunferéncias medidas (Tabela 14). Uma vez que € estabelecido que a
sildenafila estimula a transdiferenciacdo dos adip6citos brancos em brites,
infere-se que a reducdo desses parametros pode ser relacionada a diminuicao
do depdsito adiposo visceral em decorréncia do aumento da termogénese local
(MITSCHKE et al., 2013).

De maneira interessante, ao analisar 0os ratos que consumiram a dieta
hipercalorica, ndo foi observada diferenca entre as circunferéncias abdominal e
toracica dos grupos GOS e GCS (Tabela 15). Com base nesses dados,
evidencia-se que o aumento da massa corporal do grupo GOS deve estar
associado ao acumulo de tecido adiposo em regides periféricas, logo, menos
nocivo para os ratos (MAUER; HARRIS; BARTNESS, 2001; SANTOS, 2010).
Adicionalmente, a suplementacdo com S. platensis nos ratos alimentados com
a dieta hipercalérica reduziu ambas circunferéncias abdominal e toréacica
quando comparado aos grupos GCS e GOS, sem alteracdo na relacdo entre
essas medidas, prevenindo, dessa forma, o acumulo de lipidios consumidos na
regido visceral, e esse fato pode ser correlacionado a diminuicdo da massa
corporal final observada nesses grupos (Grafico 2 e Tabela 15).

Apesar dessas conjecturacdes, a medida das circunferéncias abdominal
e toracica representa uma metodologia preliminar para a determinagdo da
distribuicdo das reservas adiposas (ABESO, 2016). Como consequéncia disso,
outro aspecto que se destaca na determinacdo das disfuncdes fisiologicas
decorrentes da ingestdo de dietas hiperlipidicas ou hipercaléricas € a
adiposidade, verificada através da quantificacdo direta das reservas adiposas
visceral e subcutanea (THIBAULT; WOODS; WESTERTERP-PLANTENGA,
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2004). Os tecidos adiposos epididimal e retroperitoneal representam depdsitos
viscerais, situados na regido intra-abdominal, composta pelos omentos maior e
menor e pelo tecido adiposo mesentérico. J& o tecido adiposo inguinal
representa o deposito subcutaneo localizado, principalmente, nas regifes
glutea e femoral (SMITH et al., 2001; FRAYN, 2002).

As reservas adiposas visceral e subcutanea apresentam diferencas
relacionadas ao seu papel fisiolégico (KISSEBAH; KRAKOWER, 1994;
WAJCHENBERG, 2000). Os adipdcitos viscerais apresentam baixa taxa de
lipélise basal, que pode ser aumentada pela estimulacdo de catecolaminas,
uma vez que ha elevada expressdo de receptores adrenérgicos [ em
detrimento aos a (MAURIEGE et al., 1987; HELLMER et al., 1992; VIKMAN et
al., 1996). Além disso, eles possuem alta taxa de captacdo de acidos graxos
nao esterificados e trigliceridios (MARIN et al., 1992; JENSEN et al., 2003) e
secretam citocinas inflamatérias que induzem resisténcia hepéatica a insulina e
inflamacé&o sistémica cronica (FRAYN, 2002; RAVUSSIN; SMITH, 2002). Em
contrapartida, as citocinas secretadas pela reserva adiposa subcutanea
exercem maior efeito sobre o desenvolvimento e funcédo dos adipdcitos a nivel
local, logo, s&o menos nocivas para o organismo (SOPASAKIS et al., 2004).

Nos ratos alimentados com a dieta padréo, observou-se reducdo do
tecido adiposo inguinal no grupo suplementado com a dose de 100 mg/kg de
S. platensis (Grafico 3), demonstrando uma prevencdo na deposicdo adiposa
subcutédnea, que pode estar relacionada a reducdo da captacdo dos
trigliceridios.

Ademais, nos ratos alimentados com a dieta hipercalérica, todos os
depdsitos adiposos do grupo GOS foram superiores ao grupo GCS (Gréfico 4),
corroborando os resultados prévios que demonstraram o aumento da massa
corporal final do grupo GOS em relagcédo ao grupo GCS (Gréfico 2 e Tabela 9).
Nesse cenéario, o aumento da proporcdo de lipidios presentes na dieta
hipercaldrica (16% vs. 4% da dieta padrédo) aumenta a sua eficiéncia alimentar
devido ao baixo efeito térmico dos lipidios para serem metabolizados. Dessa
forma, ha maior deposicdo dos acidos graxos que nao sdo utilizados para a
producdo de energia, na forma de trigliceridios, nos adipocitos (CANI et al.,
2008). Esses dados refutam a hipotese levantada a partir das medidas das
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circunferéncias abdominal e toracica (Tabela 15) e, demonstram um acumulo
de tecido adiposo visceral e subcutaneo em decorréncia do consumo da dieta
hipercaldrica.

Interessantemente, esse aumento das reservas adiposas representa
cerca de 25% do aumento total da massa corporal dos ratos (Gréaficos 1-4),
sugerindo que h& acumulo e, consequentemente, pode haver o
comprometimento de 6rgdos como o figado, o coracdo, os rins, o pancreas,
entre outros, nos ratos alimentados com a dieta hipercalérica. Além disso, pode
haver acumulo de tecido adiposo intramuscular, conforme demonstrado em
estudos com ratos e humanos obesos (PAN et al., 1997; GOODPASTER et al.,
2000). Diante dessas suposicdes, faz-se necessario avaliar, em estudos
futuros, outros depositos de tecido adiposo que decorrem do consumo da dieta
hipercalodrica.

Nos ratos alimentados com a dieta hipercalérica e que receberam a
suplementacdo com a alga, evidenciou-se apenas a reducdo da reserva
adiposa inguinal quando comparado ao grupo GOS, nao diferindo do grupo
GCS (Gréfico 4C), sugerindo uma prevencdo na deposicdo adiposa
subcutédnea, menos nociva ao organismo (MAUER; HARRIS; BARTNESS,
2001; SANTOS, 2010), que pode estar subjacente a reducdo da massa
corporal final dos animas desses grupos em relacédo ao grupo GOS (Grafico 2 e
Tabela 9). Em outro estudo, a utilizacdo da suplementacdo com S. platensis no
modelo de consumo alimentar da dieta hipercalorica (417,0 kcal/100 g) por
16 semanas, reduziu o tecido adiposo epididimal e mobilizou os trigliceridios
para o tecido adiposo inguinal (FERREIRA, 2017). Com base nesses
resultados, demonstra-se uma possivel atividade moduladora da S. platensis
que previne, bem como reduz os depdsitos adiposos de ratos alimentados com
dieta hipercaldrica.

Ao fazer uma correlacdo entre a massa corporal final e a massa dos
tecidos adiposos corpéreos se obtém o indice de adiposidade do animal, que é
considerado, por diversos autores, como o principal critério para a
determinacdo da obesidade animal e de seu impacto sobre o organismo
(NASCIMENTO et al., 2008; CAMPOS, 2010; PEREIRA, 2011).
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Na avaliacdo desse parametro, o grupo GC + SP100 apresentou
reducdo no indice de adiposidade quando comparado aos demais grupos
alimentados com a dieta padrao (Grafico 5), o que pode ser justificado pela
reducdo do depdsito adiposo inguinal. Entretanto, apdés o consumo de dietas
diferenciadas, o grupo GOS apresentou esse parametro superior ao grupo
GCS (Gréfico 6), devido ao aumento na deposicdo de lipidios em todos as
reservas adiposas. Com a suplementacdo alimentar com S. platensis nas trés
doses, ocorreu reducdo desse indice em relacdo ao grupo GOS, nao diferindo
do grupo GCS (Gréfico 6), que pode ser atribuido a diminuicdo da massa do
tecido adiposo inguinal (subcutaneo). Com base nesses resultados,
respalda-se a eficacia dessa alga na prevencao das alteracdes fisioldgicas
induzidas na adiposidade corporal em ratos alimentados com a dieta
hipercalorica. Além disso, Ferreira (2017) também demonstrou o efeito
promissor da S. platensis em reverter o0 aumento da adiposidade corporal
induzida em ratos Wistar alimentados com a mesma dieta utilizada nesse
estudo apos 16 semanas.

Uma vez observada alteracdo na massa dos tecidos adiposos e no
indice de adiposidade de diferentes grupos experimentais, decidiu-se avaliar se
haveria alteracdo no armazenamento de trigliceridios pelos adip6citos dessas
reservas adiposas. Dessa forma, nos ratos alimentados com a dieta padrao,
observou-se reducao no diametro dos adipécitos do tecido adiposo inguinal no
grupo suplementado com 100 mg/kg da alga (Gréfico 7C), demonstrando que a
prevencao na deposicao adiposa subcutanea pode estar relacionada a reducao
da captacdo dos trigliceridios, visto que houve reducdo no tamanho dos
adipécitos desse tecido.

Além disso, nos ratos alimentados com a dieta hipercal6rica, o diametro
dos adipdcitos de todos os depdsitos adiposos do grupo GOS foram superiores
ao grupo GCS (Gréafico 8), corroborando o0s resultados prévios que
demonstraram o aumento da massa corporal final e dos depdésitos adiposos do
grupo GOS em relacdo ao grupo GCS (Graficos 2 e 4 e Tabela 9). Nesse
contexto, indica-se uma maior deposicdo dos acidos graxos, na forma de
trigliceridios, nos adipécitos dos ratos que consumiram a dieta hipercalorica
(CANI et al., 2008).
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Nos ratos que consumiram a dieta hipercalérica e foram suplementados
com a alga, observou-se reducdo do didmetro dos adipécitos da reserva
inguinal quando comparado ao grupo GOS, nao diferindo do grupo GCS
(Grafico 8C), o que corrobora a reducdo da massa corporal final e da reserva
adiposa inguinal dos ratos desses grupos em relacédo ao grupo GOS (Graficos
2 e 4C e Tabela 9). Em outro estudo, a utilizagdo da suplementacdo com
S. platensis, no modelo de consumo da dieta hipercalérica (417,0 kcal/100 g)
por 16 semanas, reduziu o diametro dos adipécitos dos tecidos adiposos
epididimal, retroperitoneal e inguinal (FERREIRA, 2017). Diante disso,
demonstra-se uma possivel atividade moduladora da alga que previne, bem
como reduz o armazenamento de trigliceridios nos adipocitos dos depdsitos
adiposos de ratos alimentados com dieta hipercaldrica.

As alteracOes dietéticas podem estar correlacionadas ao aumento de
parametros bioquimicos como glicemia e perfil lipidico em ratos que
consumiram dietas hiperlipidicas ou hipercaléricas (FRANCISCHI et al., 2000;
BORBA, 2008; SILVA, 2014). Dessa forma, verificou-se se o consumo da dieta
hipercal6rica ou a suplementacéo alimentar com a S. platensis alteraria o perfil
bioquimico dos ratos Wistar, entretanto, ndo houve variacdo nesses
parametros independente da dieta utilizada (Tabelas 16 e 17). Diante desse
resultado, sugere-se que o consumo da dieta hipercalérica induz o aumento da
adiposidade corporal sem promover alteracbes nos parametros bioquimicos
dos ratos Wistar. Resultados semelhantes foram obtidos em outros estudos em
que os ratos foram alimentados com dieta hipercalérica (JANG et al., 2003;
WOODS et al., 2003; ESTADELLA et al., 2004; DOURMASHKIN et al., 2005;
DUARTE et al., 2006).

Em suma, a alteracdo dietética adotada nesse estudo promoveu
aumento da massa corporal final, do ganho de massa corporal, dos depdsitos
de tecidos adiposos, bem como do didmetro dos adipécitos epididimal,
retroperitoneal e inguinal de rato Wistar. Além disso, a suplementagdo
alimentar com S. platensis preveniu as disfun¢des fisiolégicas na adiposidade
corporal dos ratos que consumiram a dieta hipercaldrica. Nesse sentido,
prosseguiu-se com a investigacdo do impacto da alteracdo dietética e da
suplementacdo com a alga sobre possiveis alteracdes causadas na fungéo
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erétil desses ratos, uma vez que o aumento da adiposidade corporal é um fator
de risco independente para o desenvolvimento de disfuncbées organicas que
afetam a musculatura lisa, como constipacdo, asma, hipertensao arterial e
disfuncéo erétil (ESPOSITO et al., 2006; ESPOSITO et al., 2008; KOTSIS et
al., 2010; KIM; SUTHERLAND; GELFAND, 2014; MOHANAN et al., 2014;
SKRYPNIK; BOGDANSKI; MUSIALIK, 2014; HALL et al., 2015).

Recentemente, Oliveira et al. (2016) evidenciaram a diminuicdo da
reatividade contratil intestinal em ratos alimentados por oito semanas com uma
dieta hipercaldrica (417,0 kcal/100 g). Além disso, Ferreira (2017) demonstrou
uma reducdo nas reatividades contratil e relaxante intestinal em ratos que
receberam a mesma dieta por 16 semanas e, a suplementacao alimentar com
S. platensis reverteu as alteracdes intestinais desencadeadas pela alteragéo
dietética.

Diante dessas premissas, hipotetizou-se que 0 consumo da dieta
hipercalérica prejudicaria a funcdo erétii de ratos Wistar, e que a
suplementacao alimentar com S. platensis preveniria esse efeito deletério. Para
testar essa hipétese, iniciou-se 0s experimentos com ratos com oito semanas
de idade, uma vez que entre a 82 e a 102 semana de vida os ratos atingem a
maturidade sexual, sendo considerados adultos jovens (BAKER; LINDSEY;
WEISBROTH, 1979), e apds o consumo das dietas diferenciadas, foi avaliado o
perfil das erecfes penianas dos grupos experimentais.

No hipotadlamo, o ndcleo paraventricular e a area pré-Optica medial sao
as principais regides supra-espinhais envolvidas no controle e na modulacéo
da erecdo peniana, além disso, neurbnios dopaminérgicos centrais estédo
localizados na regido incerto-hipotalamica com projecfes para essas regides
hipotalamicas (CHEN et al., 1999; BASKERVILLE; DOUGLAS, 2008). A
dopamina, neurotransmissor liberado por esses neurdnios, atua em receptores
Di-like, que compreendem os subtipos D1 e Ds (acoplados a proteina Gs), e
receptores D2-like, com subtipos D2, D3 e D4 (acoplados a proteina Gin), sendo
D2 0 mais abundante no SNC (JABER et al., 1996).

A R-(-)-apomorfina, o agente indutor da erecdo peniana utilizado nesse
estudo, € um agonista dopaminérgico ndo seletivo, que apresenta maior

seletividade pelos receptores D2-like presentes nos neurdnios ocitocinérgicos
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do PVN (HSIEH et al.,, 2004). Com a ativacdo desses receptores ocorre
aumento do influxo de Ca?*, em resposta a estimulagdo da via de sinalizacéo
da fosfolipase CPB2 pelo dimero By das proteinas Gio, com consequente
ativacdo da enzima nNOS, e producdo de NO. Através de um mecanismo
ainda nao esclarecido, o NO liberado ativa esses neurdnios ocitocinérgicos,
gue liberam a ocitocina na regiao sacral (S2-S4) da medula espinal, ativando o
fluxo parassimpatico pro-erétil, levando a liberagdo de ACh nos corpos
cavernosos do pénis, causando subsequente relaxamento do musculo liso
cavernoso e erecao peniana (ALVES, 2007; BATISTA, 2012).

No protocolo que avalia a funcdo eréti em ratos conscientes
(acordados), esses receberam a R-(-)-apomorfina e as alteracdes da funcéo
erétii eram monitoradas por 30 minutos. Essa substancia é rapidamente
absorvida e transportada através do tecido cerebral, atinge niveis cerebrais
maximos apdés 15 minutos e tem sua concentracdo plasmética reduzida a
metade aproximadamente 20 minutos apds sua administracdo (MELZACKA et
al., 1979; URBA-HOLMGREN; BJORN; ANIAS, 1982, HSIEH et al., 2004;
HANNAN et al., 2006).

Nesse estudo, a funcdo erétil dos grupos alimentados com a dieta
padrao foi similar na auséncia ou presenca da suplementacdo com a alga ou
do tratamento com sildenafila (Grafico 9), evidenciando que a S. platensis e a
sildenafila ndo suprarregulam mecanismo erectogénicos. Por outro lado, o
grupo GOS apresentou reducao no nimero de erecdes penianas e aumento na
laténcia para iniciar a erecdo quando comparado ao grupo GCS (Gréfico
10A-B), sugerindo o desenvolvimento da DE nesses ratos, pois, alguns dos
principais sintomas dessa doenca sdo a dificuldade para conseguir e/ou para
manter uma erecdo, bem como o0 aumento do tempo necessario para iniciar
essa erecao peniana (ANDERSSON, 2011). Alteracdes nesses parametros,
caracterizando a DE, também foram observadas em ratos submetidos a uma
dieta rica em soédio (LEITOLIS, 2013), em ratos hipertensos, diabéticos,
hipercolesterolémicos (NEVES, 2011; CHOO et al, 2015) ou com
hiperhomocisteinemia (JIANG et al., 2016).

Com base na analise do nimero de ere¢des penianas e na laténcia para

a erecdo, pode-se demonstrar um modelo de disfuncédo erétil causada pela
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exposicdo dos ratos a dieta hipercaldrica, fortalecendo a associacdo da DE ao
aumento da adiposidade corporal (SOUZA et al., 2017).

Utilizando esse modelo de DE, realizou-se a andlise da fungéo erétil dos
ratos suplementados com S. platensis e, observou-se aumento do numero de
erecdes penianas na dose de 100 mg/kg (Grafico 10A) e reducdo do tempo
para iniciar a erecdo peniana nas doses de 50 e 100 mg/kg (Gréafico 10B).
Diante desses resultados, possivelmente 0s mecanismos centrais e/ou
periféricos que servem de gatilho para iniciar e manter a erecao peniana sao
alterados pelo aumento da adiposidade corporal e, dessa forma, prevenidos
pela acdo da S. platensis, uma vez que ndo houve alteracdo nos ratos que
consumiram a dieta padrao e foram suplementados com as mesmas doses da
alga (Grafico 9).

Ademais, o tratamento crénico com sildenafila, farmaco padrdo para
terapia da DE, no grupo GO + Sild, também promoveu aumento do numero de
erecdes (Grafico 10A) e reducdo da laténcia para a erecdo peniana (Gréfico
10B), sugerindo prevencao do quadro de DE em ratos alimentados com a dieta
hipercalorica, uma vez que todos os parametros também foram similares ao
grupo GCS. Esses resultados sdo atribuidos a inibicdo das enzimas PDES5,
levando ao aumento dos niveis intracelulares de cGMP nos corpos cavernosos
do pénis, o que favorece o relaxamento cavernoso e a erecao peniana
(CORBIN, 2004).

Com a finalidade de mensurar o grau de relagdo entre as alteragbes na
funcdo erétil dos ratos com os parametros afetados pelo consumo da dieta
hipercalorica, utilizou-se a correlacdo de Pearson (TOLEDO; OVALLE, 1985;
SPIEGEL, 1993). Segundo Dancey e Reidy (2006), os valores de correlacéo
podem ser divididos em fraco, moderado ou forte, onde r =0,10 até 0,39
demonstra uma correlacdo fraca; r =0,40 até 0,69 aponta uma correlacéo
moderada e r = 0,70 até 1 evidencia uma correlacdo forte. Outrossim, uma
correlacdo pode ser positiva, indicando que as duas varidveis se movem na
mesma direcdo, ou negativa, onde as duas variaveis seguem direcdes opostas.

Nessa analise, o0 numero de erecdes penianas apresentou correlacao
negativa e moderada com o indice de adiposidade e o ganho de massa
corporal dos ratos (Gréfico 11), demonstrando que a diminuicdo das erecdes
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penianas pode ser associada ao aumento da adiposidade corporal total, mas
ndo a um depodsito de tecido adiposo especifico, bem como ao ganho
excessivo de massa corporal. Além disso, 0 tempo necessario para o inicio da
erecdo peniana apresentou correlacdo positiva e fraca com o indice de
adiposidade e o ganho de massa corporal dos ratos (Grafico 12), ou seja, a
laténcia aumenta com o aumento da adiposidade corporal total e do ganho de
massa corporal dos ratos. Diante desses resultados, demonstra-se a
modulacdo negativa da obesidade sobre o processo de erec¢do peniana dos
ratos e, propde-se que a suplementacao alimentar com S. platensis, ao reduzir
0s parametros de obesidade experimental previne o dano a funcao erétil
desses ratos. Entretanto, ndo se pode descartar a possibilidade da alga
também modular alvos paralelos que resulte na melhora da funcdo erétil
desses ratos, como a reatividade das células musculares lisas cavernosas.

O modelo de erecao utilizado nesse estudo é apontado como um dos
mais adequado para acompanhamento de variacdes da resposta erétil dos
ratos, sendo a erecdo peniana desencadeada por mecanismos centrais
(BATISTA, 2012). Como o consumo da dieta hipercaldrica e a suplementacéo
com S. platensis ou o tratamento com sildenafila promoveram alteracdes na
funcdo erétil de ratos no modelo de indugéo de ere¢cdo com R-(-)-apomorfina, €
interessante investigar possiveis efeitos maléficos ou benéficos sobre a
performance sexual desses ratos.

Nesse contexto, sugere-se uma investigacdo futura no modelo de
inducéo da resposta erétil por estimulacao elétrica do ganglio pélvico maior, em
ratos anestesiados, que é um modelo para estudos dos mecanismos periféricos
da erecao peniana (GIULIANO et al., 1997; DAI et al., 2000; BEHR-ROUSSEL
et al., 2003; COSTA-GONCALVES et al.,, 2007). Além disso, pode-se avaliar
variacbes no comportamento sexual dos ratos atraves das mudancas na
motivacdo sexual (libido) e execugcdo da copula (poténcia sexual) (AGMO,
1997), pelos testes de monta — série de movimentos superficiais da pélvis
(thrusting) dos ratos na regido traseira das ratas; e de intromissdo — o rato
montado sobre a rata realiza movimentos profundos de penetracdo vaginal,
seguidos de desmonta rapida e limpeza da genitdlia (ADLER; TONER, 1986;
HULL; WOOD; MCKENNA, 2006).
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Uma vez que foi verificada alteracdo na funcéo erétil dos ratos através
de estudos in vivo, como resultado do consumo de dietas diferenciadas,
levantou-se a hip6tese que o consumo da dieta hipercalérica poderia aumentar
a reatividade contrétil e reduzir a resposta relaxante do corpo cavernoso de
rato, pautado nos estudos que demonstram que o aumento da adiposidade
corporal promove dano endotelial (ROSINI; SILVA; MORAES, 2012; OLIVEIRA,
2013). Além disso, conjectura-se que a suplementacdo com S. platensis
previna as alteracdes causada pela ingestdo da dieta hipercaldrica sobre a
musculatura lisa cavernosa.

O balango entre a flacidez e a erecao peniana depende do sincronismo
entre os processos de contracdo e de relaxamento das células musculares
lisas cavernosas, que sdo controladas pelas inervacdes autondmicas. Dessa
forma, a [Ca?']i é o ponto central da regulacdo do t6nus muscular liso
cavernoso. Logo, o aumento da [Ca?']i leva a contracdo dessas células
musculares e, consequentemente, mantem o pénis no estado flacido, enquanto
o relaxamento, que promove a erecdo peniana, € mediado pela reducao da
[Ca?*]i(SOMLYO; SOMLYO, 1994; ANDERSSON; WAGNER, 1995).

Como a finalidade ulterior de analisar o efeito da ingestdo da dieta
hipercalorica e da suplementacdo com S. platensis sobre o acoplamento
eletromecanico contratil do masculo liso cavernoso, que promove contracdo em
decorréncia da alteracdo do potencial de membrana das células, inicialmente
foram realizadas curvas concentragfes-resposta cumulativas ao KCI.

Nesse estudo, a eficacia contrati do KCI foi reduzida nos ratos
alimentados com a dieta padrdo e suplementados com a alga na dose de
100 mg/kg (Grafico 13 e Tabela 18), indicando que a S. platensis
possivelmente reduziria o influxo de Ca?* pelos Cav e assim diminuiria a
reatividade contratil do corpo cavernoso.

A possivel alteracdo promovida pelo consumo da dieta hipercalorica
sobre o acoplamento eletromecéanico de contragdo do corpo cavernoso de rato
foi confirmada pela potencializagcdo do efeito contratil induzido pela adicdo
cumulativa de KCI no grupo GOS, bem como pelo aumento do seu Emax em
comparacdo ao grupo GCS (Gréfico 14 e Tabela 19). Com base nesses
resultados, demonstra-se a influéncia deletéria da ingestdo da dieta
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hipercaldrica sobre a funcionalidade sexual masculina, uma vez que o aumento
da contragédo cavernosa evocada pelo acoplamento eletromecéanico favorece a
manutencdo do pénis no seu estado flacido (FOVAEUS; ANDERSSON;
HEDLUND, 1987; HOPPNER et al., 1996).

Em virtude do aumento da reatividade contratil do corpo cavernoso em
ratos alimentado com a dieta hipercaldrica e da reducdo do influxo de Ca?*
pelos Cav promovido pela suplementacdo com S. platensis em ratos que
consumiram dieta padrdo, o préximo passo desse estudo visou investigar se
essa suplementacao alimentar preveniria as alteracdes causadas pela ingestao
da dieta hipercaltdrica sobre o acoplamento eletromecéanico de contracdo da
célula muscular lisa cavernosa.

De maneira interessante, a curva cumulativa de KCI, nos ratos que
consumiram a dieta hipercalorica e foram suplementados com 25 mg/kg da
alga, apresentou eficacia e poténcia contratil semelhante ao grupo GCS. Além
disso, a suplementacdo com S. platensis na dose de 100 mg/kg ou o
tratamento com sildenafila reduziram a poténcia desse agente contratil em
comparacao ao grupo GOS (Gréfico 14 e Tabela 19). A diminuicdo da poténcia
contratil do KCI pela sildenafila envolve a reducdo da abertura dos Cav, ndo
sendo correlacionada a modificacdo da expressao desses canais (WERNER et
al., 2008). Com base nos dados obtidos através dessa metodologia, sugere-se
gue a suplementacdo alimentar com a alga apresenta efeito preventivo sobre
as alteracbes na contracdo desencadeada nas células musculares lisas
cavernosas de ratos alimentados com dieta hipercal6rica, através da reducéo
do influxo de Ca?* pelos Cav, 0 que favorece a erecédo peniana.

Tendo em vista que ha expressdo dos Cav has termina¢des nervosas
gue inervam 0S cOrpos cavernosos, bem como nas células musculares lisas
gue compdem esses tecidos, sugere-se que o consumo da dieta hipercaldrica e
a suplementacdo alimentar com a alga influenciem o influxo de Ca?* através
dos Cav no musculo liso cavernoso ou através da modulacdo da liberagéo de
neurotransmissores que regulam os processos de contracdo e de relaxamento
das células musculares lisas cavernosas.

Nas células musculares lisas, o influxo de Ca?* ocorre através de canais

pertencentes a subfamilia dos Cavl. Entretanto, na transmissdo sinptica o
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influxo de Ca?* ocorre através de canais pertencentes a subfamilia dos Cav2
(VOGALIS; WARD; SANDERS, 1991; KURIYAMA; KITAMURA; NABATA,
1995; KNOT; BRAYDEN; NELSON, 1996; CATTERALL et al., 2011).

Uma vez que a ingestdo da dieta hipercaldrica e a suplementacdo com
S. platensis alteraram a contracdo induzida pelo acoplamento eletromecanico
em corpo cavernoso de rato, decidiu-se investigar se 0 acoplamento
farmacomecéanico de contracdo desse 6rgdo também seria modificado por
essas variaveis, o que poderia alterar o balanco entre a flacidez e a erecao
peniana.

De acordo com dados da literatura, ha um aumento na reatividade
contratil cavernosa a agonistas adrenérgicos a1l em ratos e camundongos
obesos, o que favorece o desenvolvimento da DE (SILVA, 2011; OLIVEIRA,
2013). Diante dessa premissa, para avaliar a resposta contratii do corpo
cavernoso de rato, foram realizadas curvas cumulativas a FEN, um agonista
seletivo de receptores adrenérgicos a1 (KARAKI; WEISS, 1988).

Nesse protocolo, dentre os ratos que consumiram a dieta padréo,
apenas aqueles que receberam a suplementacdo com S. platensis na dose de
50 mg/kg apresentaram atenuacdo do efeito contratii da FEN, entretanto,
observou-se aumento da eficacia contratil desse agonista (Gréfico 15 e Tabela
20). Com base nesse resultado, postula-se que a alga pode modular
positivamente a via de sensibilizacdo ao Ca?*, o que favorece o aumento da
eficacia contratil da FEN. Apesar disso, ndo houve alteracdo na funcéo erétil
dos ratos dos grupos alimentados com a dieta padréo in vivo (Gréfico 9), o que
sinaliza uma provavel modulagcdo positiva paralela da alga sobre vias que
favorecem o relaxamento do corpo cavernoso e, dessa forma, ha compensacao
desse efeito contratil, de modo que o resultado final ndo prejudica a funcao
erétil desses ratos.

Ainda analisando esse protocolo, ao se comparar a curva de FEN entre
0s grupos GOS e GCS, observou-se que a poténcia contratil relativa do
agonista foi atenuada no grupo GOS em relagdo ao grupo GCS. Entretanto, a
resposta maxima contratil da FEN foi aumentada no grupo GOS (Grafico 16 e
Tabela 21). Esses resultados podem estar associados ao aumento de

mecanismos que favoregcam a contratilidade cavernosa, como o aumento da
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expressdo dos Cav e/ou modulagdo positiva da via RhoA/ROCK, e,
consequentemente, a flacidez peniana. Aliado a esses resultados, ha relatos do
aumento da eficacia contratii da FEN em corpo cavernoso associado a
expressdo da ROCK2 em camundongos obesos (TOQUE et al., 2010), ratos
diabéticos (TOQUE et al., 2013) e idosos (SILVA et al., 2014).

Outrossim, a suplementagdo alimentar com todas as doses de
S. platensis ou o tratamento com sildenafila potencializou o efeito contratil da
FEN, entretanto, resultou na reducao da eficacia desse agente contratil (Grafico
16 e Tabela 21). Diante disso, sugere-se que as suplementacdes utilizadas
nesse estudo podem reduzir passos de vias de contracdo cavernosa, bem
como ativar passos de vias de sinalizacdo que culminam no relaxamento do
corpo cavernoso de rato e, nesse caso, previnem as alteracdes
desencadeadas pelo consumo da dieta hipercalérica sobre a reatividade
contratil cavernosa.

Evidéncias apontam que além dos mecanismos miogénicos que mantém
o tbnus do corpo cavernoso do pénis, a pequena GTPase RhoA e um dos seus
efetores, a ROCK, por desempenharem papéis importantes na sensibilizacéo
ao Ca?*, sdo responsaveis por modular a contratilidade dos musculos lisos de
maneira independente da [Ca?']i (KITAZAWA et al., 1989; SOMLYO; SOMLYO
2000; FUKATA; KAIBUCHI; AMANO, 2001). Nesse contexto, o potencial papel
da via RhoA/ROCK na modulacdo da contracdo do musculo liso cavernoso tem
sido explorado por diferentes pesquisadores (MILLS; CHITALEY; LEWIS, 2001;
CHITALEY et al., 2001; JIN; BURNETT, 2006).

Recentemente, foi evidenciado que a RhoA, a ROCK1 e a ROCK2 séo
expressas em corpo cavernoso de humanos, ratos e camundongos
(WALDKIRCH et al.,, 2012; KUMCU et al.,, 2016). Além disso, essa via de
sinalizacao esta envolvida na resposta contratil induzida por KCI, NA e FEN em
células musculares lisas cavernosas (GUR et al., 2012; KUMCU et al., 2016).
Dessa forma, a via da RhoA/ROCK exerce um papel importante na
manutencdo da flacidez peniana e, diante disso, a sua suprarregulacdo tem
sido associada ao desenvolvimento da DE (REES et al., 2001; ANDERSSON,
2003; TEIXEIRA et al., 2005; WALDKIRCH et al., 2012).
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Diante dessa premissa, decidiu-se investigar o efeito do consumo da
dieta hipercaldrica e da suplementacdo com S. platensis sobre a via da
RhoA/ROCK em corpo cavernoso de rato. Para isso, 0 Y27632, um inibidor da
ROCK (MILLS et al., 2001), era incubado nas preparacoes e, em seguida, eram
induzidas contracdes cumulativas a FEN. No grupo GCS, observou-se que a
poténcia contratil da FEN nédo alterada, entretanto, houve redugéo na eficacia
contratil desse agonista em cerca de 4 vezes, conforme confirmado pela
analisa da diferenca da area sob a curva (AUC) (Grafico 17A e Tabela 22),
demonstrando a influéncia da via de sensibilizacdo ao Ca?* na contracdo do
corpo cavernoso de rato, conforme descrito previamente (CHITALEY et al.,
2001; KUMCU et al., 2016; AYDINOGLU; OGULENER, 2017).

Caso a suplementacédo alimentar com a alga na dose de 50 mg/kg nao
alterasse essa via de sinalizacdo no corpo cavernoso dos ratos alimentados
com a dieta padrdo, a reducdo da eficacia contratil da FEN deveria apresentar
magnitude similar ao observado no grupo GCS (4 vezes). Entretanto, a reducao
da eficacia do agonista contratil foi menor nos ratos suplementados com
50 mg/kg de S. platensis (2,5 vezes), dado confirmado pelo aumento na
diferenca da AUC (Gréfico 17B e Tabela 22). Diante desses resultados,
observa-se que a mesma concentracao do inibidor foi menos efetiva em reduzir
as contracbes induzidas pela FEN no corpo cavernoso dos ratos
suplementados com a alga, sugerindo que a S. platensis promove aumento na
expressdo da ROCK ou na sua atividade na célula muscular lisa cavernosa.

Além disso, houve potencializacdo do efeito da FEN no grupo
GC + SP50 (22 vezes), reforcando a hipétese de que o aumento da contracdo
induzida pela FEN nesse grupo, quando comparado ao grupo GCS, pode ser
associada a modulagéo positiva da via da RhoA/ROCK (Graficos 15 e 17B).

Adicionalmente, analisando o0s ratos que consumiram a dieta
hipercaldrica, observou-se que na presenca do Y27632, a curva de contracdo
da FEN foi potencializada em 5 vezes, apresentando redu¢éo do efeito maximo
(2,3 vezes) no grupo GOS, comparando-se a auséncia desse inibidor (Grafico
18A e Tabela 23). Como a diminuicdo do Emax do agente contratil foi inferior
(2,3 vezes) ao observado no grupo GCS (4 vezes) (Grafico 17A e Tabela 22),

sugere-se que nos ratos que alimentados com a dieta hipercalérica ha uma
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suprarregulacdo da ROCK e/ou o0 aumento da atividade dessa enzima, 0 que
justifica a menor efetividade do Y27632 em reduzir a contragdo induzida pela
FEN no corpo cavernoso de rato.

De maneira contraria ao observado nos ratos que consumiram a dieta
padréao, a diferenca da AUC da FEN foi menor nos ratos alimentados com a
dieta hipercaldrica e suplementados com 25, 50 e 100 mg/kg de S. platensis
(Grafico 18B-D e Tabela 23) do que no grupo GOS. Dessa forma, sugere-se
uma provavel modulacdo negativa da S. platensis sobre a expressdo e/ou
atividade da ROCK no corpo cavernoso de rato alimentado com dieta
hipercalorica. Recentemente, Ferreira (2017) demonstrou que a S. platensis
promove modulacdo positiva da via RhoA/ROCK em musculo liso intestinal de
ratos alimentado com dieta hipercalérica (417,0 kcal/100 g) por 16 semanas.
Além disso, o tratamento dos ratos que consumiram a dieta hipercalérica com
sildenafila reduziu a diferenca da AUC da FEN em comparacéo ao grupo GOS,
0 que pode ser atribuido a inibicdo da via RhoA/ROCK, previamente descrito
para essa substancia (GUILLUY et al., 2005).

Diante dessas suposicOes, faz-se necesséario avaliar, em estudos
futuros, a expressdo das proteinas chaves da via de sensibilizacdo ao Ca?",
através de metodologias moleculares, com a finalidade de comprovar os efeitos
atribuidos ao consumo da dieta hipercaldrica e a suplementacéo alimentar com
a alga sobre esses alvos celulares.

Apesar desses dados nortearem para um possivel efeito maléfico da
suplementacdo com a alga sobre o corpo cavernoso de rato alimentado com
dieta padrdo, do ponto de vista da disfuncdo erétil cujo agravamento é
fortemente influenciado por aumento da via de sensibilizacdo ao Ca?*, deve-se
analisar até que ponto isso pode ser danoso a funcédo sexual dos ratos, uma
vez que parece ser contrabalanceado pelo efeito da S. platensis em vias de
sinalizagcdo que favorecem o relaxamento do muscular liso cavernoso, em
virtude dos dados obtidos na avaliacdo das ere¢des penianas desses grupos
experimentais (Gréaficos 9 e 10).

Tomando esses dados como premissa, decidiu-se investigar se a
reatividade contratil cavernosa seria alterada pela presenca de fatores

derivados do endotélio, uma vez que 0s espacos cavernosos sao revestidos
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por células endoteliais, que modulam o processo de erecdo peniana
(BURNETT, 1995; ANDERSSON; STIEF, 1997), a fim de determinar se as
alteragbes promovidas na responsividade contratil do corpo cavernoso de rato,
pela ingestdo da dieta hipercaldrica ou pela suplementacdo alimentar com a
alga, estariam correlacionadas com a modulacdo das vias do NO e dos
prostanoides.

Dados ja consolidados na literatura apontam que a liberacdo de NO no
tecido cavernoso é o evento mais importante para o inicio da erecdo peniana.
O NO desponta como um neurotransmissor liberado por neurdénios NANC e
como potente vasodilatador derivado do endotélio (FURCHGOTT et al., 1983;
IGNARRO et al., 1987; BULT et al., 1990). Ademais, € bem estabelecido que o
NO derivado das terminacdes nervosas NANC (produzido pela nNOS) é
responsavel por iniciar a erecédo, enquanto o NO produzido no endotélio, pela
eNOS, contribui para a manutencao da erecéo peniana (TRIGO-ROCHA et al.,
1993).

Entretanto, a desregulacdo da producdo do NO, que pode acontecer
através da sua sintese intermitente pela INOS, em situacdes de injaria, tem
sido considerada danosa para a fungcdo sexual masculina
(GONZALEZ-CADAVID; RAJFER, 2005). Além disso, a sintese do NO pode
ser reduzida em decorréncia do desacoplamento da eNOS, processo que
ocorre quando essa enzima ndo estd associada ao seu cofator ou ao seu
substrato. Nesse caso, a formagéo do anion superéxido a partir da L-arginina,
substrato da NOS, na falta do cofator tetrahidrobiopterina, supera a formacgéo
de NO pela enzima. O anion superdxido e o NO reagem e formam o radical
livre peroxinitrito (LUO et al., 2014).

Parece contraditorio haver aumento da sintese de NO pela iINOS e dano
a funcionalidade sexual, porém, ocorre liberacdo de 8-iso-PGF2q a partir da
peroxidacdo do acido araquidénico da membrana pelo radical livre peroxinitrito
(RADI et al.,, 1991; USHIYAMA et al., 2004; ZHANG et al.,, 2011). O
8-iso-PGF2q promove a contracdo do corpo cavernoso e, 0 aumento dos seus
niveis intracelulares foi associado ao desenvolvimento da DE (VOSS; SIEMS,
2006; SHUKLA et al., 2009).
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Diante dessas premissas, ap0s a incubacdo das preparacdes com
L-NAME, inibidor ndo seletivo de NOS (VIGNOZZI et al., 2006), evidenciou-se
potencializagdo do efeito contrétil da FEN (2 vezes), bem como aumento na
sua eficacia e na sua AUC no grupo GCS (Gréafico 19A e Tabela 24). Esses
dados eram esperados e estdo de acordo com estudos que demonstram o
papel vasodilatador do NO (FURCHGOTT et al., 1983; JOYNER; DIETZ, 1997,
SULLIVAN et al., 1999; CARTLEDGE; MINHAS; EARDLEY, 2001).

Para descartar o efeito da suplementac&o alimentar com a alga na dose
de 50 mg/kg sobre essa via de sinalizacdo no corpo cavernoso dos ratos
alimentados com a dieta padrao, o aumento da eficicia contratil e da AUC do
agonista deveria apresentar magnitude similar ao observado no grupo GCS, na
presenca do L-NAME. Entretanto, verificou-se que os ratos suplementados com
50 mg/kg de S. platensis apresentaram menor diferenca entre a AUC da FEN
na presenca do inibidor de NOS (Graficos 19B e Tabela 24). Nessa andlise, a
mesma concentracdo de L-NAME néo é eficaz em aumentar a contratilidade
induzida pela FEN, indicando que a S. platensis pode modular positivamente
passos da via do NO, como o aumento na producdo do substrato da NOS, do
proprio NO ou da expressdo de NOS, e dessa forma, requer uma maior
concentracdo de L-NAME para potencializar o efeito do agente contrétil.

Curiosamente, nos ratos alimentados com a dieta hipercal6rica do grupo
GOS, a eficacia contratil e a AUC da FEN foram reduzidas na presenca do
inibidor de NOS (Gréfico 20A e Tabela 25), o que indica que o consumo da
dieta hipercalérica pode desencadear uma disfuncdo endotelial, onde a
presenca de radicais livre formados a partir do NO, sintetizado principalmente
pela iINOS, contribui para a contratilidade induzida pela FEN, uma vez que a
diminuicdo da producdo de NO foi acompanhada pela reducdo da eficacia
contratil do agonista.

Se a suplementacéo alimentar com a alga nao alterasse a via do NO no
corpo cavernoso dos ratos alimentados com a dieta hipercal6rica, esperar-se-ia
que a eficacia contratil e a AUC da FEN fossem reduzidas, na presenca do
L-NAME, como observado no grupo GOS. Entretanto, a eficacia e a AUC do
agonista contratii ndo foram alteradas nos ratos suplementados com

50 e 100 mg/kg de S. platensis ou tratados com sildenafila, e foram
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aumentadas no grupo GO + SP25 (Grafico 20B-E e Tabela 25). Com base
nesses dados, pressupde-se que as altera¢cdes induzidas pelo consumo da
dieta hipercalérica sobre a interface NO-ROS-peroxinitrito foram prevenidas
nesse estudo, de modo que a contracdo promovida pela FEN foi mais efetiva
nos ratos suplementados com a alga e tratados com sildenafila, na presenca do
L-NAME. Dessa forma, reforcando o papel da S. platensis na modulacdo
positiva de via de sinalizacdo do NO, como relatado previamente em nosso
laboratorio, em aorta de ratos saudaveis (BRITO, 2014).

Diante desses dados e das suposicdes levantadas a partir deles, faz-se
necessario investigar futuramente o0s possiveis efeitos diretos da
suplementacdo alimentar com a alga sobre a expressdo das proteinas
envolvidas na via NO/cGMP/PKG, a fim de determinar qual o(s) alvo(s)
especifico(s) modulados pela S. platensis em corpo cavernoso de rato.

Outrossim, outras substancias sdo produzidas pelo endotélio e podem
regular os processos de flacidez e erecdo peniana. NOS corpos cavernosos e
nas veias penianas ha uma producéo predominante de prostanoides contrateis,
como a PGFz2q e 0 TXA2 modulada pela tensdo de O2 e reduzida pela hipoxia
(CHRIST et al., 1990; AZADZOI et al., 1992; DALEY et al., 1996; MARTINEZ et
al., 2005). Porém, nas artérias penianas, ha maior producdo de prostanoides
relaxantes, como a PGlz, a PGE1e a PGE2, que modulam o tbnus muscular liso
cavernoso (PRIETO et al., 1998; SIMONSEN et al., 2001; ANGULO et al.,
2002).

Apesar da disfungdo endotelial ser primariamente causada por uma
deficiéncia de NO, alterac6es no metabolismo do acido araquiddnico que levem
ao desbalanco entre a produgdo de prostanoides vasodilatadores e
vasoconstrictores, por ambas COX-1 e COX-2, estdo subjacentes ao dano
endotelial e ao funcionamento anormal da reatividade muscular lisa de ratos e
camundongos obesos (GOODWILL; JAMES; FRISBEE, 2008; XIANG et al.,
2008).

Pautado nessas informacgfes, a modulacdo dos prostanoides sobre a
contratilidade cavernosa nos ratos alimentados com as dietas padrdao e
hipercalorica, e suplementados com S. platensis foi avaliada utilizando a
indometacina, inibidor ndo seletivo de COX (CARTLEDGE; EARDLEY;
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MORRISON, 2000). Nos ratos alimentados com a dieta padréo do grupo GCS,
a curva de contracdo da FEN néo foi afetada pelo inibidor, uma vez que néo foi
observada diferenca na AUC (Grafico 19A e Tabela 24), sugerindo um
equilibrio entre a producdo de prostanoides contrateis e relaxantes, de modo
gue a resultante ndo afeta a contratilidade cavernosa.

Na avaliacdo do possivel efeito da S. platensis sobre a via de sinalizacéo
do acido araquidénico em corpo cavernoso de ratos alimentados com a dieta
padrdo, a sobreposicdo das curvas de FEN na auséncia e na presenca da
indometacina descartaria a modulacdo dos prostanoides pela alga. Porém, a
suplementacdo dos ratos com 50 mg/kg de S. platensis promoveu reducédo da
eficdcia e da AUC do agonista contrétil na presenca da indometacina (Grafico
19B e Tabela 24), dessa forma, indica-se uma modulacdo sobre o balanco dos
prostanoides contrateis/relaxantes. Como a remocdo desses mediadores
lipidicos, através da inibicdo da COX, reduziu a contratilidade induzida pela
FEN, supbe-se que a alga esteja aumentando a producédo de prostanoide
contrateis em detrimento aos relaxantes, o que pode, aliado a ativacdo da via
de sensibilizacdo ao Ca?*, justificar o aumento da eficacia contratil da FEN no
corpo cavernoso de rato alimentado com dieta padrédo (Gréafico 9). Entretanto,
ndo se pode descartar a probabilidade dessa diminuicdo da eficacia da FEN
ser atribuida a modulacao positiva da via NO/cGMP/PKG.

Com o consumo da dieta hipercalérica, no grupo GOS, evidenciou-se
reducdo da eficacia contratil e da AUC da FEN na presenca da indometacina
(Grafico 20A e Tabela 25), sugerindo uma alteracao no padrao de sintese e/ou
liberacdo dos mediadores lipidicos, onde os prostanoides contrateis parecem
sobrepujar os relaxantes. No tocante ao aumento da adiposidade corporal, o
estresse oxidativo associado a esse processo pode contribuir para o dano na
producdo das prostaciclinas relaxantes e, dessa forma, estar envolvido na
disfuncdo endotelial que prejudica a funcéo erétil dos ratos. Especificamente,
estudos demonstraram que a producdo de PGI2 é reduzida pela nitracdo de
residuos de tirosina presente na sintase de PGIlz, em decorréncia do aumento
dos niveis intracelulares do &nion superéxido (ALVAREZ et al., 2007;
MATSUMOTO et al., 2007; SHI; VANHOUTTE, 2008; VANHOUTTE et al.,
2009).
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Ainda utilizando esse protocolo, verificou-se que a eficacia e a AUC do
agente contratil no corpo cavernoso néo foram alteradas pela indometacina nos
ratos que consumiram a dieta hipercal6rica e foram suplementados com as trés
doses de S. platensis ou foram tratados com sildenafila (Grafico 20B-E e
Tabela 25). Analisando esses resultados, demonstra-se que a mesma
concentragédo do inibidor foi menos efetiva em diminuir a contracdo induzida
pela FEN nesses grupos em comparagcao ao grupo GOS, o que indica que a
alga promove aumento na sintese de prostanoides que dificultam a contracao.
Dessa forma, a proporcdo entre os mediadores lipidicos pode ser alterada para
0 prevalecimento dos prostanoides relaxantes sobre os contrateis. Nesse
contexto, além da modulacdo positiva da via do NO, a S. platensis previne as
alteracdes maléficas causadas pela ingestdo da dieta hipercalérica sobre a via
do &cido araquidénico, ressaltando o possivel efeito benéfico dessa alga sobre
a funcao erétil dos ratos (Gréfico 10).

O endotélio representa o principal local de crosstalk entre as vias de
sinalizacdo do NO e dos prostanoides (HYSLOP; NUCCI, 1991; DAVIDGE et
al., 1995). Em niveis basais, onde h& a presenca do NO, o balanco dos
prostanoides é favoravel aos mediadores relaxantes, enquanto, apds sua
inibicdo, esse balanco é favoravel aos mediadores contrateis (LAEMMEL et al.,
2003).

Nesse sentido, existem diferentes mecanismos propostos para explicar
essa relacao direta entre o NO e os prostanoides. Em uma das propostas,
especula-se que o peroxinitrito interage com o ferro presente no grupo heme da
COX e, dessa forma, gera um produto radicalar intermediario que acelera a
reacdo enzimética (KARTHEIN et al., 1988; TSAIl; PALMER; KULMACZ, 1992;
MARNETT et al., 1999). Além disso, em situacdes de injuria, 0 peroxinitrito
inibe seletivamente a sintase de PGI2, enquanto ativa a sintase de TXA2 (ZOU;
ULLRICH, 1996; ZOU; MARTIN; ULLRICH, 1997). Entretanto, o outro
mecanismo proposto, refere-se a S-nitrosilagdo mediada pelo NO, processo
que parece ser responsavel pela ativacdo da COX (KENNEDY; SMITH;
MARNETT, 1994; HAJJAR et al.,, 1995). Ainda nesse contexto, ja foi
demonstrado que a INOS pode se ligar diretamente a COX e promover a sua
S-nitrosilacao e, consequente, ativacéo (KIM; HURI; SNYDER, 2005).
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Diante dessas premissas, decidiu-se avaliar se as alteragbes
promovidas na responsividade contratii do corpo cavernoso de rato, pelo
consumo da dieta hipercalérica ou pela suplementagéo alimentar com a alga,
estédo correlacionadas com a modulacao do crosstalk entre as vias do NO e dos
prostanoides. Para isso, as preparacdes eram incubadas, simultaneamente,
com L-NAME e indometacina e, em seguida, era induzida uma curva de
contragcdo com a FEN.

Nos ratos alimentados com a dieta padrdo do grupo GCS, foi observada
uma potencializacdo do efeito do agonista contratil na presenca simultanea dos
bloqueadores (3,5 vezes), em relacdo a auséncia de L-NAME + indometacina
(Gréfico 19A e Tabela 24). Ao analisar os resultados observados com a
incubacédo isolada de L-NAME (2 vezes) e indometacina (sem deslocamento)
(Grafico 19A e Tabela 24), é possivel inferir um sinergismo do tipo
potencializacdo, onde o efeito final € maior que a soma dos efeitos individuais
(VELDSTRA,1956).

Curiosamente, no grupo GCS, a eficacia contratil da FEN foi reduzida na
presenca simultanea dos bloqueadores quando comparado a presenca isolada
de L-NAME (Gréfico 19A e Tabela 24). Nesse contexto, a reducdo da atividade
da NOS favorece a sintese e/ou liberacdo de prostanoides contrateis
(LAEMMEL et al., 2003), cuja presenca pode ter contribuido para o aumento do
Emax da FEN. Ademais, a incubacédo adicional da indometacina reduz os niveis
desses mediadores lipidicos e, dessa forma, observa-se redu¢édo da contracao
maéaxima induzida pela FEN (Gréafico 19A e Tabela 24). Baseado nesse cenario,
sugere-se que o0s prostanoides podem estar modulando a contra¢do do corpo
cavernoso de rato, mesmo sem haver deslocamento na curva de FEN na
auséncia e na presenca isolada de indometacina (Grafico 19A e Tabela 24),
uma vez que o efeito do agonista contratil pode estar sendo contrabalanceado
pelo aumento direto da sintese de PGIz pela acdo do NO presente no meio
(DAVIDGE et al., 1995; HARDY et al., 1998).

Nos ratos alimentados com a dieta padrdo e suplementados com
50 mg/kg da alga, evidenciou-se que ndo houve alteracdo da poténcia contratil
da FEN na presenca isolada de L-NAME e indometacina, porém, o efeito
contratil desse agonista foi potencializado 38 vezes na presenca simultanea
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dos bloqueadores (Grafico 19B e Tabela 24), indicando um sinergismo de
potencializacao e, dessa forma, demonstrando que o efeito da alga sobre a via
do NO e dos prostanoides pode alterar o crosstalk dessas vias de sinalizacéo,
com a prevaléncia da acdo de mediadores relaxantes como resultante final.
Adicionalmente, a eficacia contratil da FEN também foi reduzida na presenca
simultanea dos bloqueadores quando comparado a presenca isolada de
L-NAME (Grafico 19B e Tabela 24), fato que pode ser explicado pelo aumento
na sintese de mediadores lipidicos contrateis quando ha reducéo da atividade
da NOS (LAEMMEL et al., 2003).

Ademais, nos ratos alimentados com a dieta hipercalorica do grupo
GOS, a presenca isolada de L-NAME ou de indometacina ndo alterou a
poténcia contratili da FEN, entretanto, com a incubagcdo simultdnea desses
bloqueadores foi verificado aumento de 4,5 vezes na poténcia do agonista
contratil, sem alteracdo na eficacia da FEN (Grafico 20A e Tabela 25).
Analisando esses dados, e tomando como base que quando hd aumento da
adiposidade corporal os prostanoides contrateis sobrepdem os relaxantes, bem
como had modulacdo direta da sintese desses mediadores lipidicos pelo NO
(LAEMMEL et al.,, 2003), infere-se que a ingestdo da dieta hipercal6rica
desencadeia alteragdes na interface das vias do NO e dos prostanoides, uma
vez que foi observado o sinergismo, do tipo potencializa¢do, quando houve
supresséao simultanea da formacéo dessas substancias.

Interessantemente, com a suplementacdo alimentar dos ratos que
consumiram a dieta hipercalérica com 25, 50 e 100 mg/kg de S. platensis,
observou-se sinergismo de potencializacdo, uma vez que o efeito contratil da
FEN foi aumentado (2,8, 2 e 5 vezes, respectivamente) na presenga simultanea
de L-NAME e indometacina em relacdo a auséncia desses inibidores (Grafico
20B-E e Tabela 25). Dessa forma, sugere-se que a alga previne as alteracoes
causadas pelo consumo da dieta hipercalérica sobre a reatividade contratil
cavernosa mediante acgOes sobre a via do NO, dos prostanoides e,
especialmente, da conexao entre elas, culminando com a prevaléncia dos
mediadores relaxantes sobre os contrateis.

Os resultados observados até aqui fornecem subsidios a hip6tese de
que a ingestdo da dieta hipercal6rica promove uma disfuncdo endotelial, com
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consequente aumento da reatividade contratili cavernosa, através da
modulagcdo positiva da via RhoA/ROCK, negativa da via do NO e do
desbalanco entre a producao de prostanoides contrateis e relaxantes, fato que
pode estar associado ao dano na erecdo peniana dos ratos (Grafico 10).
Adicionalmente, a suplementacdo alimentar com S. platensis emerge como
uma alternativa preventiva para as alteragbes maléficas causadas pelo
consumo da dieta hipercalérica sobre a reatividade contratil cavernosa e,
consequentemente, sobre a funcdo sexual dos ratos (Grafico 10).

Complementar aos mecanismos que controlam a contracdo das células
musculares lisas cavernosas, alteracbes no relaxamento dos corpos
cavernosos do pénis também modulam os processos de flacidez e de erecéo
peniana. Dessa forma, levantou-se a hipétese de que a ingestdo da dieta
hipercalorica poderia reduzir a reatividade relaxante do corpo cavernoso de
rato e que a suplementacdo com S. platensis modularia positivamente o
relaxamento e/ou preveniria as alteracdes causadas por esse consumo
alimentar sobre a resposta relaxante cavernosa.

Apesar de alteracBes neurais e musculares serem complicacdes bem
esclarecidas e correlacionadas ao desenvolvimento da DE, o principal dano
associado a essa doenca em individuos obesos € o vasculogénico, onde ha
insuficiéncia de fluxo sanguineo arterial para o pénis ou disfuncao
veno-oclusiva, em decorréncia da disfuncdo endotelial (MULHALL et al., 2006;
MELLER et al., 2013).

Tomando como base essas premissas, inicialmente, com a finalidade de
verificar se a DE desencadeada pelo consumo da dieta hipercalérica estaria
associada a um dano no componente muscular liso cavernoso, utilizou-se um
doador espontaneo de NO para avaliar as alteracdes da reatividade relaxante
do corpo cavernoso de rato.

Logo, ao induzir o relaxamento independente de endotélio com o NPS, a
resposta relaxante foi similar nos grupos GCS e GOS (Grafico 21), indicando
que ndo ocorreu dano as células musculares lisas cavernosas nos ratos
alimentados com a dieta hipercalérica e, com base nessas informacdes,
sugere-se que a sensibilidade do musculo liso dos corpos cavernosos ao NO
ndo é afetada pelo desenvolvimento da obesidade (TOQUE et al., 2010). Em
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suma, a DE induzida nesse estudo ndo esta associada a um dano muscular,
oposto ao observado em modelo de DE neurogénica (LEE et al., 2002; USER
et al., 2003; FERRINI et al., 2009).

Diante dos dados descritos previamente, fica claro que a disfuncéo
endotelial que decorre do consumo da dieta hipercaldrica representa um papel
central na regulacdo da reatividade do corpo cavernoso de rato e pode
influenciar diretamente a funcdo sexual desses ratos. Nesse contexto, para
verificar uma possivel modulacéo da ingestédo alimentar da dieta hipercalorica e
da suplementacdo com S. platensis sobre a responsividade relaxante
dependente de endotélio, foram realizadas curvas cumulativas de relaxamento
com a ACh.

Os dados obtidos com essa metodologia demonstram que dentre o0s
ratos que consumiram a dieta padrdo, apenas aqueles que receberam a
suplementacdo com S. platensis na dose de 50 mg/kg ou foram tratados com
sildenafila apresentaram aumento na eficacia relaxante promovida pela ACh
(Gréafico 22 e Tabela 26), indicando que através da modulacdo positiva de
fatores relaxantes derivados do endotélio, a suplementacdo alimentar com a
alga pode aumentar o relaxamento do corpo cavernoso de rato.
Interessantemente, a suplementacao dos ratos alimentados com a dieta padrao
com 50 mg/kg de S. platensis promoveu aumento da eficacia contratil a FEN,
bem como aumento da poténcia relaxante a ACh (Gréficos 15 e 22).

Ademais, o tratamento dos ratos que consumiram a dieta padrédo com
sildenafila aumentou a eficicia relaxante promovida pela ACh, fato esperado
em decorréncia da ativacdo da via NO/cGMP/PKG (CORBIN; FRANCIS, 1999;
PRIETO et al., 2006).

Ao comparar a curva de relaxamento da ACh obtida nos grupos GOS e
GCS, evidenciou-se que a eficacia relaxante relativa do agonista foi diminuida
no grupo GOS (Gréafico 23 e Tabela 27). Diferentes estudos demonstram a
interconexdo entre a disfuncdo endotelial e a reducdo do relaxamento
dependente de endotélio no corpo cavernoso de camundongos obesos
(TOQUE et al., 2010), ratos diabéticos (TOQUE et al., 2013) ou idosos (SILVA

et al., 2014). Esses dados dao suporte a hipbtese levantada sobre o
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envolvimento da disfungcdo endotelial na fisiopatologia da DE em ratos
alimentados com a dieta hipercaldrica.

A suplementacdo alimentar com 50 e 100 mg/kg de S. platensis e o
tratamento com sildenafila potencializaram o efeito relaxante da ACh em corpo
cavernoso de ratos alimentados com dieta hipercalérica (Grafico 23 e Tabela
27). Diante disso, sugere-se que essas suplementacdes podem modular
passos das vias de sinalizagcdo do NO e/ou dos prostanoides, fato que favorece
o relaxamento do corpo cavernoso de rato e, nesse caso, previne as alteracdes
desencadeadas pela ingestdo da dieta hipercalérica sobre a reatividade
relaxante cavernosa.

O aumento nas concentracdes de anion superoxido, como consequéncia
da formacédo excessiva de ROS ou da diminuicdo das defesas antioxidantes
contribui para a reducdo da biodisponibilidade do NO em animais obesos.
Outrossim, o impacto deletério do aumento da adiposidade corporal sobre a
funcdo endotelial também foi associado a redugdo nos niveis de NO devido ao
desacoplamento da eNOS (LOBATO et al.,, 2011). Ainda com relacdo a
interface adiposidade-ROS-NO-DE, o aumento da producdo do anion
superoxido pelo complexo NADPH oxidase resultou na reducdo da funcao
endotelial de ratos obesos da linhagem Zucker (SERPILLON et al., 2009).

Uma vez que alteracbes no balanco dos prostanoides
contrateis/relaxantes e na via do NO ja foram previamente comprovadas no
modelo de DE em ratos que consumiram dieta hipercaldrica desenvolvido
nesse estudo, e tendo como base, que o papel integral do estresse oxidativo na
génese da DE tem ganhado interesse diante das evidéncias da influéncia dos
radicais livres sobre a contratilidade e o relaxamento do musculo liso cavernoso
(CASTELA et al., 2015; PRIVIERO et al., 2016), o proéximo passo desse estudo
foi verificar se 0o consumo da dieta hipercalérica e a suplementacdo com
S. platensis, nas doses que potencializaram o efeito da ACh, alterariam o
relaxamento dos corpos cavernosos do pénis, através da modulacdo das ROS.

O complexo NADPH oxidase representa a principal fonte para producao
do anion superoxido nos tecidos vasculares (BRANDES; KREUZER, 2005;

KONIOR et al., 2014). Esse radical livre é altamente reativo e citotdxico, sendo,
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espontaneamente ou enzimaticamente dismutado a um produto menos reativo,
0 H202, pela familia de metaloproteinases da SOD (FRIDOVICH, 1995).

Isto posto, decidiu-se investigar a contribuicdo das ROS na reducéo do
relaxamento induzido pela ACh em corpo cavernoso de ratos alimentados
coma dieta hipercaldrica e, evidenciar se o0 estresse oxidativo € um dos alvos
modulados pela S. platensis para prevenir os danos desenvolvidos na funcéo
erétil dos ratos, como consequéncia dessa alteracdo dietética. Para isso, as
preparacdes eram incubadas com a apocinina, um inibidor da NADPH oxidase
(SOVARI; MORITA; KARAGUEUZIAN, 2008), previamente a inducdo do
relaxamento com a ACh. Nos ratos que consumiram a dieta padrao do grupo
GCS, observou-se que a curva cumulativa a ACh foi potencializada (19 vezes),
entretanto, ndo houve aumento na eficacia relaxante desse agonista (Gréfico
24A e Tabela 28), demonstrando a influéncia deletéria do anion superoxido,
formado a partir do complexo NADPH oxidase, sobre o relaxamento do corpo
cavernoso de rato, conforme demonstrado previamente (JIN; BURNETT, 2008;
LIU et al., 2012; SILVA et al., 2013).

Caso a suplementacdo alimentar com a alga na dose de 50 mg/kg nao
alterasse a formacdo do anion superoxido, por esse complexo enzimatico, no
corpo cavernoso dos ratos alimentados com a dieta padréo, a potencializacao
do efeito relaxante da ACh deveria apresentar magnitude similar ao observado
no grupo GCS (19 vezes). Nesse cenario, a potencializacdo do relaxamento
promovido por esse agonista foi similar nos ratos suplementados com 50 mg/kg
de S. platensis (20 vezes), na presenca do inibidor da NADPH oxidase (Grafico
24B e Tabela 28). Diante desses resultados, descarta-se a possibilidade da
suplementacdo com a alga reduzir a produgdo do anion superoxido, através
desse complexo enzimatico, para melhorar a resposta relaxante da célula
muscular lisa cavernosa do grupo alimentado com a dieta padrao.

Ademais, ndo houve potencializagcdo do efeito da ACh no grupo
GC + Sild, na presenca da apocinina (Gréafico 24C e Tabela 28), demonstrando
que o agonista foi menos potente em relaxar 0os corpos cavernosos, na
presenca do inibidor do complexo enzimatico, em comparacéo aos grupos GCS
e GC + SP50. Esses resultados sao controversos quando se analisa dados da
literatura acerca do efeito da sildenafila sobre a producéo do anion superéxido
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pela NADPH oxidase. Diferentes estudos apontam a melhora do relaxamento
induzido pela ACh em funcédo da reducgéo da formacao de ROS por modulagao
negativa desse complexo enzimatico (KOUPPARIS et a., 2005; PERK et al.,
2008; BALARINI et al.,, 2013). Tomando como base essas informacdes,
sugere-se que o tratamento com sildenafila, reduz a expressao e/ou a atividade
da NADPH oxidase e, uma vez demonstrado que o anion superoéxido regula a
contratilidade do musculo liso cavernoso, possivelmente ha um aumento na
producdo de ROS através de vias ndo dependentes desse complexo
enzimatico, como a xantina oxidase e a eNOS desacoplada. Com isso, a
potencializacdo do efeito relaxante da ACh pela apocinina pode ter sido
mascarada pela presenca de ROS provenientes de outras fontes intracelulares.
Adicionalmente, analisando o0s ratos que consumiram a dieta
hipercal6rica, observou-se que na presenca da apocinina, a curva de
relaxamento da ACh foi potencializada 19 vezes, sem alteragdo no efeito
méaximo, no grupo GOS, comparando-se a auséncia desse inibidor (Grafico
25A e Tabela 29). Como o aumento do pD2 do agente relaxante apresentou
magnitude similar ao observado no grupo GCS (19 vezes) (Grafico 24A e
Tabela 28), sugere-se que o consumo da dieta hipercalérica ndo promove
aumento da producdo do anion superéxido pelo complexo NADPH oxidase,
entretanto, ndo se pode descartar a possibilidade da formacédo de ROS através
de outras vias alternativas nos ratos do grupo GOS.
Nos ratos alimentados com a dieta hipercalérica e suplementados com
50 e 100 mg/kg de S. platensis ou tratados com sildenafila, ndo foi verificada
alteracdo da curva de relaxamento da ACh na presenca ou na auséncia da
apocinina (Gréfico 25B-D e Tabela 29), refletindo que esse agonsta foi menos
potente em relaxar o corpo cavernoso de rato, mesmo com a reducdo da
formacdo do anion superoxido atravées da NADPH oxidase. Nesse caso,
infere-se que a presenca de ROS produzidas por outras vias independentes
desse complexo enziméatico pode mascarar a potencializacdo do efeito
relaxante da ACh, na presenca da apocinina, principalmente porque é relatado
na literatura que o aumento da adiposidade corporal promove um aumento de
ROS (FURUKAWA et al, 2004, MATSUDA; SHIMOMURA, 2013;
MCMURRAY; PATTEN; HARPER, 2016), bem como foi previamente
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demonstrado que nesse modelo de alteracdo dietética ndo ha alteracdo da
producdo do anion superéxido pelo complexo NADPH oxidase (Gréfico 25A e
Tabela 29).

Tendo em vista que a presenca de ROS reduz a reatividade relaxante do
corpo cavernoso de rato, o proximo passo desse estudo consistiu ha avaliacdo
da influéncia do consumo da dieta hipercaldrica e da suplementacdo com
S. platensis sobre os niveis intracelulares do anion superoxido, pautado nos
estudos que demonstram o potencial antioxidante dessa alga (KARADENIZ et
al., 2008; BRITO, 2014; IBRAHIM; ANEES; EL-DEIN, 2014; MAZZOLA et al.,
2015). Para isso, as prepara¢cfes eram incubadas com o tempol, um mimético
da SOD (PEIXOTO et al., 2009) previamente a inducao do relaxamento com
ACh. Nos ratos alimentados com a dieta padrdo do grupo GCS, observou-se
que poténcia relaxante da ACh foi aumentada (13 vezes), entretanto, ndo
houve aumento na eficacia relaxante desse agonista (Grafico 24A e Tabela 28),
respaldando a influéncia deletéria do anion superoxido sobre o relaxamento do
corpo cavernoso de rato, conforme demonstrado na literatura (JIN; BURNETT,
2008; LIU et al., 2012; SILVA et al., 2013).

Caso a suplementacéo alimentar com a alga na dose de 50 mg/kg nao
alterasse os niveis intracelulares de anion superéxido no corpo cavernoso dos
ratos alimentados com a dieta padréo, a potencializacdo do efeito relaxante da
ACh deveria apresentar magnitude similar ao observado no grupo GCS
(13 vezes). Nesse cenério, a potencializacdo do relaxamento promovido por
esse agonista foi similar nos ratos suplementados com 50 mg/kg de
S. platensis (14 vezes), na presenca do mimético da SOD (Gréfico 24B e
Tabela 28). Diante desses resultados, rejeita-se a hipotese da alga reduzir os
niveis intracelulares basais do anion speroxido, para melhorar a resposta
relaxante da célula muscular lisa cavernosa observada previamente (Grafico
22).

Além disso, ndo houve potencializacdo do efeito da ACh nos ratos que
consumiram a dieta padrédo e foram tratados com sildenafila, na presenca do
tempol (Grafico 24C e Tabela 28), demonstrando que o0 agonista foi menos
potente em relaxar 0s corpos cavernosos, na presenca da mesma

concentracéo do tempol, em comparacéo aos grupos GCS e GC + SP50. Com
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base nesses dados, sugere-se que ocorre aumento na producdo de ROS
através de vias ndo dependentes da NADPH oxidase, em decorréncia da
modulagéo negativa da droga sobre esse complexo enziméatico, e dessa forma,
€ necessaria uma maior concentragdo do mimético da SOD para haver
potencializacdo do efeito do agente relaxante.

Ao analisar os ratos que consumiram a dieta hipercalérica, observou-se
que, na presenca do tempol, a curva de relaxamento da ACh foi potencializada
23 vezes, sem alteracdo no efeito maximo, no grupo GOS, comparando-se a
auséncia desse inibidor (Grafico 25A e Tabela 29). Como o aumento do pD:2 do
agente relaxante apresentou magnitude superior ao observado no grupo GCS
(13 vezes) (Grafico 24A e Tabela 28), sugere-se que nos ratos que
consumiram a dieta hipercal6rica, a presenca do anion superoxido atenua o
relaxamento do corpo cavernoso de rato.

Se a suplementacdo alimentar com a alga nao reduzisse 0s niveis
basais do anion superdxido no corpo cavernoso dos ratos alimentados com a
dieta hipercalorica, a potencializacdo do efeito relaxante da ACh deveria
apresentar magnitude similar ao observado no grupo GOS, na presenca do
tempol (23 vezes). Entretanto, a potencializagéo do relaxamento promovido por
esse agonista foi diminuida nos ratos suplementados com 50 (10 vezes) e
100 mg/kg (sem deslocamento) de S. platensis ou tratados com sildenafila
(sem deslocamento), na presenca do mimético da SOD (Gréfico 25B-D e
Tabela 29), demonstrando a reducédo das concentracfes basais da ROS.
Diante desses resultados, infere-se que as suplementacdes utilizadas nesse
estudo preveniram as alteracdes deletérias causadas pela ingestao alimentar
da dieta hipercal6rica sobre os niveis intracelulares do anion superoxido e,
dessa forma, modulam positivamente o relaxamento do corpo cavernoso de
rato, fato que pode ser associado a melhora da funcao erétil desses ratos
(Gréfico 10).

Enzimaticamente, h4 a geracdo do perdxido de hidrogénio a partir do
anion superoxido pela acdo da SOD (YU, 1994; PIETTA, 2000). Curiosamente,
€ descrito na literatura um efeito bifasico para o H202 em artéria mesentérica e
em corpo cavernoso de ratos, que depende de sua concentragéo intracelular.

Nesse contexto, a resposta contratil do H202 foi associada ao aumento da
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sintese e/ou liberacdo do TXA2, enquanto o relaxamento foi correlacionado a
ativacdo de canais de K* (GAO et al., 2003; COCO, 2012). Dessa forma, uma
vez que o peroxido de hidrogénio modula a contracdo muscular lisa cavernosa,
decidiu-se investigar a participacdo dessa ROS no relaxamento induzido pela
ACh. Para isso, as preparacfes eram incubadas com a catalase, enzima que
decompde o H202 (YU, 1994; PIETTA, 2000), previamente a inducdo do
relaxamento com a ACh. Nos ratos alimentados com a dieta padrao do grupo
GCS, observou-se que a curva cumulativa a ACh foi potencializada (6 vezes),
com aumento na eficicia relaxante desse agonista (Grafico 24A e Tabela 28),
demonstrando a influéncia deletéria do H202 sobre o relaxamento do corpo
cavernoso de rato.

Caso a suplementacdo alimentar com a alga na dose de 50 mg/kg néao
alterasse a decomposicdo do H202, por acédo da catalase, no corpo cavernoso
dos ratos alimentados com a dieta padrao, a potencializacéo do efeito relaxante
da ACh deveria apresentar magnitude similar ao observado no grupo GCS
(6 vezes). Nesse cenario, a potencializacdo do relaxamento promovido por
esse agonista foi similar nos ratos suplementados com 50 mg/kg de
S. platensis (7 vezes), na presenca da catalase (Grafico 24B e Tabela 28).
Diante desses resultados, descarta-se a possibilidade da suplementacdo com a
alga reduzir os niveis intracelulares basais do H202, através dessa enzima,
para melhorar a resposta relaxante da célula muscular lisa cavernosa do grupo
alimentado com a dieta padréo.

Ademais, ndo houve potencializacdo do efeito da ACh no grupo
GC + Sild, na presenca da catalase (Grafico 24C e Tabela 28), demonstrando
que o agonista foi menos potente em relaxar 0os corpos cavernosos, na
presenca dessa enzima, em comparacdo aos grupos GCS e GC + SP50.
Esses resultados podem estar relacionados, possivelmente, ao aumento na
producdo de ROS através de vias ndo dependentes do complexo NADPH
oxidase, como a xantina oxidase e a eNOS desacoplada. Com isso, a
potencializacdo do efeito relaxante da ACh pela catalase pode ter sido
mascarada pela presenca de grande quantidade de &anion superoxido e,

consequentemente, de H20x.
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Ao analisar os ratos alimentados com a dieta hipercalérica, observou-se
que, na presenca da catalase, a curva de relaxamento da ACh foi
potencializada 140 vezes, com aumento no efeito maximo, no grupo GOS,
comparando-se a auséncia desse inibidor (Grafico 25A e Tabela 29). Como o
aumento do pD:2 do agente relaxante apresentou magnitude superior ao
observado no grupo GCS (6 vezes) (Gréafico 24A e Tabela 28), sugere-se que
nos ratos que consumiram a dieta hipercalorica, a presenca do H202 atenua o
relaxamento do corpo cavernoso de rato.

Se a suplementacdo alimentar com a alga ndo reduzisse 0s niveis
basais do H202 no corpo cavernoso dos ratos alimentados com a dieta
hipercaldrica, a potencializagdo do efeito relaxante da ACh deveria apresentar
magnitude similar ao observado no grupo GOS, na presenca da enzima
(140 vezes). Entretanto, a potencializacédo do relaxamento promovido por esse
agonista foi diminuida nos ratos suplementados com 50 (sem deslocamento) e
100 mg/kg (108 vezes) de S. platensis ou tratados com sildenafila (sem
deslocamento), com aumento do efeito relaxante maximo, na presenca da
catalase (Grafico 25B-D e Tabela 29), demonstrando a reducdo das
concentracdes basais do H202 apenas com a suplementagéo alimentar com a
alga na dose de 50 mg/kg ou com o tratamento com a sildenafila. Diante
desses resultados, infere-se que a suplementacdo utilizada nesse estudo
prevene as alteracdes deletérias causadas pela ingestdo alimentar da dieta
hipercalérica sobre os niveis intracelulares do H202, de maneira néo
dependente de dose e, dessa forma, modula positivamente o relaxamento do
corpo cavernoso de rato, fato que pode ser associado a melhora da funcéo
erétil desses ratos (Grafico 10).

Diante dos dados descritos até aqui, infere-se que o modelo de
disfuncéo erétil, desenvolvido a partir do consumo de dieta hipercaldrica,
promoveu alteracbes na reatividade cavernosa contratil e relaxante, com
resultante reducdo da funcdo erétil dos ratos e que essas alteracbes foram
prevenidas pela suplementacéo alimentar com S. platensis, uma vez que foi
evidenciado que a alga nao alterou a funcao erétil em ratos alimentados com a
dieta padrdao (Gréficos 9 e 10). Além disso, essas alteracdes estdo
correlacionadas com a modulacdo do cruzamento das vias da RhoA/ROCK, do
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NO, dos prostanoides/isoprostanos e das ROS. Diante dessas premissas, 0
proximo passo desse estudo foi avaliar se 0 consumo da dieta hipercalorica e a
suplementacdo com S. platensis modificariam o estresse oxidativo no plasma,
bem como nos diferentes tecidos avaliados nesse estudo, com a finalidade
ulterior de corroborar as observacdes funcionais.

Nesse contexto, a principal problematica relacionada ao aumento dos
niveis intracelulares das ROS ¢é a sua capacidade de interagir com os lipidios, o
DNA, as proteinas e os carboidratos. Dentre as modificacbes que surgem com
essas interacdes, algumas tém efeito direto sobre a funcdo da molécula, como
a inibicdo de enzimas, entretanto, outras refletem meramente o grau de
estresse oxidativo local (RASMUSSEN et al., 2010). Nesse sentido, existem
moléculas que sdo modificadas por essas interacbes das ROS com o
microambiente e outras que pertencem ao sistema antioxidante, sendo
alteradas em resposta ao aumento do estresse oxidativo, que coletivamente
sdo consideradas marcadores desse processo (HO et al., 2013). O aumento
desses marcadores no plasma demonstra um dano oxidativo sistémico,
enquanto um aumento nos tecidos reflete mais fielmente o estresse oxidativo
local. Diante disso, sé&o quantificados marcadores do estresse sistémico
(DAVIES; MELMAN, 2008; VLACHOPOULOS; IOAKEIMIDIS; STEFANADIS,
2015) ou teciduais (AZADZOI et al., 2010; KIMURA et al., 2012; SAVINI et al.,
2013; MANNA; JAIN, 2015).

Nos estudos envolvendo estresse oxidativo, o MDA é o marcador
sistémico e tecidual mais frequentemente quantificado e, representa um
composto formado através da decomposicdo oxidativa de &acidos graxos
poliinsaturados da membrana (DEL RIO; STEWART; PELLEGRINI, 2005). Os
niveis de MDA sao quantificados através de uma reacgdo colorimétrica, onde
duas moléculas do acido tiobarbitdrico se condensam com uma molécula de
MDA e o produto final € detectado por espectrofotometria (GIERA; LINGEMAN;
NIESSEN, 2012).

Utilizando essa metodologia, observou-se niveis similares de MDA no
plasma e em todos os tecidos analisados nos grupos alimentados com a dieta
padréo (Gréfico 26), demonstrando que a suplementacdo com a alga nédo reduz
0os niveis basais de ROS, fato interessante, uma vez que em condicfes
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fisiologicas estas espécies reativas sdo responsaveis pela regulacdo de
processos celulares, como a autofagia e a manutencdo do tdnus vascular
(MANEA, 2010; SENA; CHANDEL, 2012).

Entretanto, analisando os ratos que consumiram a dieta hipercalorica, no
grupo GOS, os niveis de MDA no plasma, nos tecidos adiposos epididimal e
retroperitoneal e no corpo cavernoso foram superiores aqueles quantificados
no grupo GCS, entretanto, ndo houve variacdo no tecido adiposo inguinal
(Grafico 27). O aumento nos niveis de MDA pode estar relacionado a producéo
de citocinas pré-inflamatérias, como o TNF-a, a IL-1 e a IL-6, em decorréncia
do aumento da adiposidade corporal. E descrito na literatura que essas
citocinas estimulam a producdo das ROS por macrofagos. Adicionalmente, o
TNF-a inibe a atividade de proteina C reativa, fato que aumenta a interacao de
elétrons com oxigénio para a geracdo de anion superoxido (MORROW, 2003;
FONSECA-ALANIZ et al., 2007). Como a capacidade metabdlica do tecido
adiposo varia em funcdo da sua localizagéo, sendo menor na reserva adiposa
inguinal, infere-se que ha menor geracao e influéncia de ROS nesse local, o
que justifica a semelhanca nos niveis de MDA entre os grupos GCS e GOS
(Grafico 27).

Com a suplementacdo dos ratos alimentados com a dieta hipercalérica
com S. platensis, verificou-se reducao nos niveis de MDA no plasma, nos
tecidos adiposos epididimal e retroperitoneal e no corpo cavernoso em relagéo
ao grupo GOS, entretanto, ndo houve variacdo no tecido adiposo inguinal
(Gréfico 27). Apesar da suplementacdo com S. platensis ndo reduzir a massa
dos tecidos adiposos epididimal e retroperitoneal (Grafico 4), houve a reducédo
de marcadores do estresse oxidativo nesses tecidos, demonstrando um efeito
preventivo da alga sobre o aumento do dano promovido pelo consumo da dieta
hipercalorica sobre esses tecidos adiposos, 0 plasma e o corpo cavernoso dos
ratos. Recentemente, Ferreira (2017) demonstrou que ap6s a ingestao da dieta
hipercal6rica (417,0 kcal/100 g) durante 16 semanas, a suplementacdo com
essa alga reduziu os danos oxidativos nas reservas adiposas. Diante desses
dados, respalda-se o potencial benéfico da utilizacdo da S. platensis sobre o

estresso oxidativo sistémico e local.
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Além disso, o tratamento dos ratos que consumiram a dieta hipercal6rica
com sildenafila reduziu os niveis de MDA no plasma e nos tecidos adiposos
epididimal e retroperitoneal em relagdo ao grupo GOS, entretanto, n&o variou
no tecido adiposo inguinal nem no corpo cavernoso (Grafico 27), o que sugere
que a modulacdo negativa da producdo do anion superéxido pela sildenafila
(KOUPPARIS et a., 2005; PERK et al., 2008) pode contribuir para esse
resultado e, apesar de ter sido hipotetizado anteriormente que provavelmente
ha aumento da producdo de ROS por outras fontes, isso nado parece
desenvolver um dano oxidativo, uma vez que os niveis de MDA foram inferiores
ao grupo GOS.

Nos sistemas biolégicos, o aumento da producdo das ROS é
contrabalanceado pela capacidade antioxidante corporal, que representa a
habilidade do organismo de sequestrar os radicais livres através dos sistemas
redox (BRIGHENTI et al., 2005). Com base nessas informacdes, foi avaliado se
a ingestdo da dieta hipercalorica e a suplementacdo com S. platensis
alterariam a capacidade antioxidante sistémica e tecidual dos ratos. Para isso,
utilizou-se o método colorimétrico da reducdo do DPPH, que se fundamenta na
habilidade da amostra em reduzir o radical DPPH, que apresenta coloracdo
roxa, a 1,1-difenil-2-picril hidrazina, de cor transparente, detectada por
espectrofotometria (FLOEGEL et al., 2011).

Nos grupos alimentados com a dieta padrdo, a capacidade antioxidante
total se manteve inalterado no plasma e na maioria dos os tecidos analisados,
sendo aumentado apenas no grupo GC + SP50 nos tecidos adiposos
epididimal e retroperitoneal (Grafico 28). Esse resultado era esperado e pode
ser correlacionado a ndo variacdo nos niveis de MDA nesses ratos (Gréfico
26), uma vez que os mecanismos de defesa antioxidante s&o potencializados
quando ha elevacdo na producdo de radicais livres (ANTUS, 2016).
Possivelmente o aumento da capacidade antioxidante pela suplementacdo com
a alga na dose de 50 mg/kg pode ter sido estimulado e eficaz em reduzir o
estresse oxidativo nos tecidos adiposos epididimal e retroperitoneal.

Entretanto, analisando os ratos alimentados com a dieta hipercaldrica,
no grupo GOS, a capacidade antioxidante do plasma foi inferior ao grupo GCS,
entretanto, ndo houve variacao nos tecidos adiposos epididimal, retroperitoneal
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e inguinal e no corpo cavernoso (Grafico 29). Dados bem consolidados na
literatura demonstram que a perda do balanco homeostatico entre
ROS-defesas antioxidantes, com reducdo da capacidade antioxidante, leva ao
estresse oxidativo. Diante disso, a reducéo da capacidade antioxidante total do
plasma do grupo GOS fornece evidéncias de um desbalanco entre
ROS-defesas antioxidantes, o que pode ser correlacionado ao aumento nos
niveis de MDA plasmético nesses ratos (Grafico 27). De maneira adicional,
propdem-se que as defesas antioxidantes sistémicas desses ratos auxiliam na
remocao dos radicais livres teciduais e, dessa forma, diminuem os efeitos
deletérios das ROS nos tecidos corporais dos ratos, baseado na semelhanca
observada entre a capacidade antioxidante tecidual dos grupos GCS e GOS e
aumento de MDA tecidual no grupo GOS (Gréfico 27).

Nos ratos alimentados com a dieta hipercalérica e suplementados com
S. platensis nas doses de 50 e 100 mg/kg ou tratados com sildenafila,
observou-se um aumento da capacidade antioxidante plasmatica quando
comparado ao grupo GOS (Grafico 29A), o que justifica a reducdo dos niveis
de MDA quantificados no plasma desses ratos (Gréafico 27A).

Ao analisar os tecidos adiposos epididimal e retroperitoneal, a
suplementacdo com 50 mg/kg da alga aumentou a capacidade antioxidante da
reserva epididimal, enquanto a dose de 100 mg/kg da alga aumentou a
capacidade antioxidante do depdsito retroperitoneal em relacdo ao grupo GOS.
Adicionalmente, o tratamento com sildenafila aumentou a capacidade
antioxidante desses dois tecidos adiposos quando comparado ao grupo GOS
(Gréficos 29B-C), esses dados aliados ao aumento das defesas antioxidantes
sisttmicas pela suplementacdo alimentar com a alga, podem ser
correlacionados a reducdo dos niveis de MDA nesses tecidos e, dessa forma,
diminuem os efeitos deletérios das ROS nas reservas adiposas
(Gréfico 27B-C). De maneira similar ao observado com os niveis de MDA, a
capacidade antioxidante do tecido adiposo inguinal ndo foi afetada pela
suplementacdo com a alga ou o tratamento com sildenafila (Gréaficos 27D e
29D).

Interessantemente, apesar da reducdo dos niveis de MDA no corpo

cavernoso dos ratos alimentados com a dieta hipercal6rica e suplementados
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com a alga (Gréfico 27E), ndo foi verificada diferenca entre a capacidade
antioxidante nos ratos suplementados com a S. platensis ou tratados com
sildenafila (Grafico 29E), o que indica que o aumento das defesas antioxidantes
sistémicas pela alga ou pela sildenafila estdo correlacionadas a remocao dos
radicais livres nesse tecido e, dessa forma, diminuem os efeitos deletérios das
ROS no corpo cavernoso de rato.

Ainda nesse cenério, os radicais livres sdo importantes reguladores em
diversos processos celulares, incluindo a ativacédo de fatores de transcricdo, a
expressdo génica e a proliferacdo celular (SUENAGA; KAMATA, 2003; LIU.;
SHEPHERD; NELIN, 2007). Nesse contexto, foi descrito que a via de
sinalizacdo de ROS pode estar subjacente ao aumento da expressao e/ou
atividade de MAPKs (GAITANAKI et al., 2003; SCHAEFFER et al., 2003).
Dentre as MAPKs, ERK1/2 emergem como potenciais alvos responsaveis pelo
desenvolvimento da DE, uma vez que a expressédo de ERK1/2 foi evidenciada
no corpo cavernoso de humanos e, detectou-se maior expressao dessas
MAPKs em homens com essa doenca do que em individuos sadios (SOMMER
et al., 2002; NUNES et al., 2011; NUNES; WEBB, 2012).

Essas cinases sao mais expressas no endotélio do que nas células
musculares lisas cavernosas (SOMMER et al., 2002) e, quando ativadas
fosforilam os residuos de serinall’® da eNOS, inativando-a (LIN et al., 2003).
Além disso, por meio de um mecanismo ainda nao esclarescido, a ativacao de
ERK1/2 aumenta a atividade da arginase, enzima que catalisa a reacédo de
conversao da L-arginina em L-ornitina no ciclo da ureia e, dessa forma, reduz o
substrato da eNOS (NUNES et al., 2011; CALDWELL et al., 2015). Essas
acbes da ERK1/2 reduzem a biodisponibilidade do NO. Adicionalmente,
ERK1/2 fosforilam os residuos de serina® e treoninal® na RhoA, ativando-a,
com isso, ha sustentacdo de contracdo muscular lisa (TONG et al., 2016). Em
conjunto, essa interacdo ROS-ERK1/2-NO-RhoA favorece a reducao da
responsividade relaxante e aumenta a resposta contratil do corpo cavernoso, e
pode comprometer a funcionalidade sexual peniana.

A vista do papel primordial das ERK1/2 no controle da funcdo erétil
peniana, foi avaliado se o consumo da dieta hipercal6rica e a suplementagéo

com S. platensis modulariam a expressdo de ERK1/2, em funcdo do aumento




Souza, I. L. L. 269
Discussao
e/ou reducdo de ROS, para promover os efeitos previamentes descritos através
de metodologias funcionais. Entretanto, n&o foi observada variacdo na
expressdo dessas cinases nos grupos avaliados (Gréfico 30). Apesar disso, ha
a possibilidade da ingestdo alimentar com a dieta hipercaldrica e da
suplementacdo alimentar com a alga modularem a atividade da ERK1/2 e,
dessa forma, sdo necessarios estudos mais aprofundados para confirmar ou
descartar o envolvimento dessas MAPKs nas alteragbes evidenciadas sobre a
reatividade cavernosa dos ratos alimentados com a dieta hipercalorica.

Conforme relatado na literatura, a S. platensis aumenta a expressao das
enzimas SOD, CAT e GSH em testiculo de ratos, o que demonstra seu
potencial antioxidante (BASHANDY et al., 2016). Ademais, a alga é composta
por carotenoides, vitaminas do complexo B e vitamina E, relatadas como
reguladoras das enzimas SOD e CAT e responsaveis pela captacdo de radicais
livres (BHAT et al.,, 2000; CUVELIER, 2001). Com base na literatura e nos
resultados apresentados pela suplementagdo com a alga em ratos alimentados
com a dieta hipercalédrica, respalda-se o potencial da S. platensis na prevencao
do estresse oxidativo, fato que pode ser associado a potencializacdo da
reatividade relaxante cavernosa e, consequentemente, a melhora da funcdo
erétil desses ratos (Graficos 10 e 23).

Como desfecho final, baseado nos pontos analisados nesse estudo,
sendo as alteracbes na reatividade cavernosa sumarizados nos mapas
conceituais (Figuras 48-50), propdem-se a realizagcdo de investigacdes
adicionais, em nivel funcional e molecular, bem como ensaios clinicos, para
verificar se esses dados séo transponiveis para seres humanos, uma vez que
baseado na relacdo da area de superficie corporal (NAIR; JACOB, 2016), as
suplementacdes alimentares utilizadas nesse estudo (25, 50 e 100 mg/kg)
estdo dentro de um perfil aceitavel para utilizagdo em humanos (280, 560 e
1.120 mg/70 kg, respectivamente) e, dessa forma, confirmar o potencial
benéfico da suplementacdo alimentar com S. platensis sobre o
desenvolvimento da disfuncéo erétil associada a ingestdo alimentar da dieta

hipercaldrica.




Souza, I. L. L. 270
Discussao

Figura 48 — Mapa conceitual da modulacéo da reatividade cavernosa promovida pela
suplementacdo alimentar com Spirulina platensis em ratos Wistar alimentados com
dieta padréo.
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’_ Suplementacao alimentar com S. platensis ‘

A modulacdo da reatividade cavernosa pela S. platensis em ratos alimentados com
dieta padrdo envolve: 1. reducdo do influxo de Ca?* pelo Cay; 2. ativacdo da via da
RhoA/ROCK; 3. ativagéo da via do NO; 4. ativacdo da via dos prostanoides contrateis;
e 5. reducdo das ROS. As definicbes das abreviaturas estdo presentes na lista de
abreviaturas e no texto. Fonte: SOUZA, 2018.

Figura 49 — Mapa conceitual da modulacdo da reatividade cavernosa promovida pelo
consumo da dieta hipercalérica por ratos Wistar.
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ratos envolve: 1. aumento do influxo de Ca?" pelo Cay; 2. ativacdo da via da
RhoA/ROCK; 3. inibicdo da via do NO; 4. ativacdo da via dos prostanoides contrateis;
e 5. aumento das ROS. As definicbes das abreviaturas estdo presentes na lista de
abreviaturas e no texto. Fonte: SOUZA, 2018.
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Figura 50 — Mapa conceitual da modulacdo da reatividade cavernosa promovida pela

suplementacdo alimentar com Spirulina platensis em ratos Wistar alimentados com
dieta hipercaldrica.
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A modulacdo da reatividade cavernosa pela S. platensis em ratos alimentados com
dieta hipercalérica envolve: 1. reducéo do influxo de Ca?* pelo Cay; 2. ativacdo da via
da RhoA/ROCK; 3. ativacdo da via do NO; 4. reducdo da via dos prostanoides
contrateis; e 5. redugdo das ROS. As definicdes das abreviaturas estdo presentes na
lista de abreviaturas e no texto. Fonte: SOUZA, 2018.
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Na avaliagdo dos efeitos da suplementacdo alimentar com Spirulina
platensis em ratos Wistar que consumiram a dieta padréo, conclui-se que ha
reducdo da adiposidade corporal sem alteracdes na funcao erétil, in vivo, ou no
estresse oxidativo dos ratos. Adicionalmente, observa-se efeito dual sobre a
reatividade contratil cavernosa, com reducdo da contracdo pelo acoplamento
eletromecanico e aumento pelo farmacomecanico, bem como potencializacéo
da resposta relaxante do corpo cavernoso de rato.

Além disso, conclui-se que o consumo da dieta hipercal6rica promove
aumento da adiposidade corporal, danos as ere¢des penianas, in vivo, e
aumento do estresse oxidativo sistémico e tecidual em ratos Wistar. Ademais,
h& aumento da contratilidade cavernosa, comprometendo ambos acoplamentos
eletro- e farmacomecanico, bem como atenuacdo da responsividade
cavernosa.

Interessantemente, os danos correlacionados ao consumo da dieta
hipercalorica sé@o prevenidos pela suplementacdo alimentar com Spirulina
platensis, uma vez que a alga promove:

- Aumento da ingestdo alimentar, porém, previne o aumento da
adiposidade corporal;

- Aumento do numero e reducdo do tempo para o inicio das erecdes
penianas, in Vvivo;

- Reducdo da reatividade contratil cavernosa, in vitro, através dos
acoplamentos eletro- e farmacomecanico, bem como, potencializacdo da
responsividade relaxante;

- Efeitos benéficos sobre a reatividade cavernosa, in vitro, através da
modulacdo positiva dos fatores relaxantes derivados do endotélio e da reducdo
das ROS, apesar da ativacdo da via da RhoA/ROCK;

- Reducéo do estresse oxidativo sistémico e tecidual.
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Anexo A — Certificado da Spirulina platensis.
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. Skin contact: Wash out with water.
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| Ingestion: Wash the inside of the mouth out with water. if necessary.
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Eye Protection
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Precaution to be Taken in Handling and Storage
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