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RESUMO

MARCHON, Roger Gaspar. Efeito do estresse cronico na preferéncia alimentar e na
morfologia do pénis de ratos Wistars adultos. 2023. 82 f. Tese (Doutorado em Fisiopatologia
e Ciéncias Cirurgicas) Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

O estresse ativa o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal aumentando a secregdo de cortisol
e catecolaminas. A elevacao dos glicocorticdides aumenta a procura por atividades prazerosas
(ingestdo de agucares, gorduras e drogas). Entretanto, ainda ndo se sabe se 0 aumento pela
procura por alimentos do tipo comfort food (ricos em agucares e gorduras) podem atenuar 0s
efeitos deletérios do estresse ou se potencializa o efeito prejudicial ocasionado pelo estresse
cronico. O objetivo do estudo foi avaliar os efeitos do estresse cronico na preferéncia alimentar
e na morfologia do pénis de ratos Wistar adultos. Foram utilizados 32 ratos Wistar adultos com
10 semanas de idade. Divididos em quatro grupos experimentais: controle com dieta padréo (C,
n=8); estresse com dieta padréo (S, n=8); controle com dieta padrdo + comfort food (CF, n=8)
e estresse com dieta padréo + comfort food (SCF, n=8). Os animais dos grupos S e SCF foram
submetidos a estresse cronico por contencdo. Foi realizada eutandsia em todos os ratos ao
completarem 18 semanas de idade, para coleta e avaliacdo do pénis. Foi avaliado a glicemia
capilar, o peso corporal e a ingestdo alimentar em gramas e em Kcal/kg. No pénis foram
analisadas a area total do pénis, area total do corpo cavernoso com e sem a tunica albuginea e
a area da tunica albuginea. Foram avaliadas também as densidades de musculo liso, tecido
conjuntivo e espaco sinuséide do corpo cavernoso. Para andlise dos dados paramétricos foi
utilizado a analise de variancia one-way (ANOVA) com aplicacdo do pos-teste de Newman-
Keuls. Para dados ndo-paramétricos foi utilizado o teste estatistico de Kruskal-Wallis e p6s
teste de Dunns. As diferencas das médias foram consideradas significativas quando o valor p
<0,05. Nao houve diferenca estatistica quanto a glicemia capilar ao final do experimento. O
grupo SCF apresentou reducdo do peso corporal ao final do experimento ao comparar com 0
grupo CF. Quanto ao ganho de massa corporal o grupo S apresentou redugdo em relagdo ao
grupo C. Os animais do grupo SCF demonstraram preferéncia pela dieta do tipo comfort food
na comparacdo com o CF. No grupo S houve reducédo na érea total do pénis e na area do corpo
cavernoso com tunica albuginea na comparacdo com o grupo CF. Houve aumento de tecido
conjuntivo nos grupos S e SCF ao comparar com o grupo C. Também houve aumento de tecido
conjuntivo no S ao comparar com o grupo CF. Houve reducdo de masculo liso no grupo C ao
compara-lo com os grupos S e SCF. Houve tambem reducdo de musculo liso no grupo CF na
comparacdo com o grupo SCF. Houve reducdo do espaco sinusdide no grupo C na comparagdo
com o grupo S. Nas demais comparagdes ndo houve diferenca estatistica. Concluimos que os
animais apresentam preferéncia alimentar pela dieta do tipo comfort food, entretanto o consumo
ndo alterou os parametros biométricos. O estresse cronico foi capaz de diminuir a area total do
pénis e modificar a composicao tecidual do corpo cavernoso com substituicdo de tecido erétil
por tecido ndo erétil. Nas comparac6es morfométricas o alimento de conforto sugere reducéo
nos efeitos deletérios do estresse cronico.

Palavras-chave: estresse cronico; pénis; corpo cavernoso; morfometria; comfort food.



ABSTRACT

MARCHON, Roger Gaspar. Effect of chronic stress on food preference and penile
morphology in adult Wistar rats. 2023. 82 f. Tese (Doutorado em Fisiopatologia e Ciéncias
Cirurgicas) Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2023.

Stress activates the hypothalamic-pituitary-adrenal axis, increasing the secretion of cortisol and
catecholamines. The elevation of glucocorticoids increases the search for pleasurable activities
(intake of sugars, fats and drugs). However, it is not yet known whether the increased demand
for comfort foods (rich in sugars and fats) can attenuate the deleterious effects of stress or
whether it enhances the harmful effect caused by chronic stress. The objective of the study was
to evaluate the effects of chronic stress on food preference and penile morphology in adult
Wistar rats. Thirty-two 10-week-old adult Wistar rats were used. Divided into four experimental
groups: control with standard diet (C, n=8); standard diet stress (S, n=8); control with standard
diet + comfort food (CF, n=8) and stress with standard diet + comfort food (SCF, n=8). The
animals in groups S and SCF were subjected to chronic stress by restraint.All rats were
euthanized when they reached 18 weeks of age, for collection and evaluation of the penis.
Capillary blood glucose, body weight and food intake in grams and Kcal/kg were evaluated. In
the penis, the total area of the penis, the total area of the cavernous body with and without the
tunica albuginea and the area of the tunica albuginea were analyzed. The densities of smooth
muscle, connective tissue and sinusoid space of the corpora cavernosa were evaluated. The
Kolmogorov-Smirnov normality test was applied. For parametric data, one-way analysis of
variance (ANOVA) was used with the application of the Newman-Keuls post-test. For non-
parametric data, the Kruskal-Wallis statistical test and the Dunns post test were used. Mean
differences were considered significant when the p value <0.05. There was no statistical
difference regarding capillary blood glucose at the end of the experiment. The SCF group
showed a reduction in body weight at the end of the experiment when compared with the CF
group. As for body mass gain, group S showed a reduction in relation to group C. The animals
in the SCF group showed a preference for the comfort food type diet compared to the CF group.
In group S there was a reduction in the total area of the penis and in the area of the cavernous
body with tunica albuginea in comparison with the CF group. There was an increase in
connective tissue in groups S and SCF when compared with group C. There was also an increase
in connective tissue in S when compared with group CF. There was a reduction in smooth
muscle in group C when compared with groups S and SCF. There was muscle reduction in the
CF group compared to the SCF group. There was a reduction in the sinusoid space in group C
compared to group S. In the other comparisons, there was no statistical difference. We conclude
that the animals have a food preference for the comfort food type diet, however the consumption
did not change the biometric parameters. Chronic stress was able to decrease the total area of
the penis and modify the tissue composition of the corpora cavernosa with replacement of
erectile tissue by non-erectile tissue. In morphometric comparisons, comfort food suggests a
reduction in the deleterious effects of chronic stress.

Keywords: chronic stress; penile; corpus cavernosum; morphometry; comfort food.
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INTRODUCAO

O termo estresse foi introduzido no meio bioldgico pelo médico endocrinologista Hans
Selye, o qual, define o estresse como a resposta do organismo frente aos estimulos nocivos.
Selye (1946), identificou que, além das reacdes especificas adaptativas do organismo para a
retomada da homeostase, existem manifestagcdes que sdo sempre as mesmas, independente da
especificidade do agente causador. Esse conjunto de reacdes inespecificas descritas por Selye
foi denominado de Sindrome de Adaptacdo Geral (SAG), que engloba algumas fases que estao
descritas a seguir.

A fase de alarme € a primeira a ser descrita. Nesta fase o0 organismo detecta um agente
estressor desencadeando uma resposta rapida, mediada por catecolaminas liberadas pela
ativacdo do eixo-hipotalamo-hipofise-adrenal (CHAGAS, 2010; ROM, O.; REZNICK, A. Z.,
2016).

Ja a segunda, € a fase de resisténcia, na qual prossegue a liberacdo de catecolaminas
favorecendo maior aporte energético as células, e ocorre a hiperatividade da glandula adrenal
aumentando a liberacdo de glicocorticoides (CHAGAS, 2010; ROM, O.; REZNICK, A. Z.,
2016).

E por Gltimo temos a terceira, a fase de exaustdo, que ocorre quando a persisténcia do
estimulo estressor esgota a capacidade energética limitada dos mecanismos de adaptacdo
desencadeados pelo organismo, 0s quais, ndo sdo capazes de manté-los. Nesse etapa, as falhas
progressivas dos mecanismos de defesa, ddo a esta fase as caracteristicas similares a fase de
alarme. Os sinais do estresse sdo potencializados, tornando o organismo susceptivel a doencas
(CHAGAS, 2010; SZABO, S.; TACHE, Y.; SOMOGYI, A., 2012; ROM, O.; REZNICK, A.
Z.,2016).

Todo esse mecanismo hormonal tem por simples proposito, fornecer meios ao individuo
de superar as situacOes de perigo, seja lutando ou fugindo. Em situacdes de estresse, 0 eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA) ¢é ativado, aumentando a secrecdo de cortisol e
catecolaminas, adrenalina e noradrenalina (RETANA-MARQUEZ et al., 2003; SZABO, S.;
TACHE, Y.; SOMOGYI, A., 2012; ROM, O.; REZNICK, A. Z., 2016).

Estes horménios, liberados pela glandula adrenal, regulam agdes do sistema nervoso
autbnomo simpatico em respostas sistémicas do organismo. As catecolaminas tém papel
fundamental nestas alteracGes pois sdo responsaveis pelo aumento da frequéncia cardiaca,

circulacdo sanguinea nos musculos esqueléticos e diminuem as reservas de glicogénio para
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aumento do aporte de energia disponivel (ULRICH-LALI, Y. M., etal. 2015; VAN BODEGOM,
M.; HOMBERG, J. R.; HENCKENS, M., 2017).

Por meio dessa cadeia de eventos, a homeostase pode ser afetada por mudancas
fisiopatologicas, sendo capaz de gerar desequilibrio do organismo frente ao estimulo estressor
(SELYE, H., 1946). A hiperativacdo do eixo HPA, eleva a circulacdo de glicocorticdides (GCs)
que podem levar a alteracbes na adiposidade e no crescimento (OLIVEIRA et al., 2015). A
elevacdo dos GCs aumentam a excitacdo por atividades prazerosas (ingesta de agUcares,
gorduras, drogas, atividades fisicas). Como consequéncia da hiperativacao do eixo HPA, é visto
uma relacdo da elevacdo do nivel de cortisol (corticosterona em ratos) e diferentes parametros
em relacdo ao ganho de peso, como a obesidade e o0 acimulo de gordura visceral (TOMIYANA
et. al., 2011; SCOTT, K.A.; MELHORN, S.J.; SAKAI, R.R., 2012; OTOLANI et al., 2014,
PECORARO et al. 2004).

Sob esta linha de investigacdo, alguns estudos tém relacionado o estresse cronico a
hiperfagia (OLIVEIRA et al., 2014; TOMIYANA et al., 2011; SCOTT, K.A.; MELHORN,
S.J.; SAKAI, R.R., 2012; ZEENI et al., 2013) enquanto outros apontam para uma hipofagia
(TANENBAUM et al., 1997; PAPP. M.; WILLNER, P. e MUSCAT, R., 1991). Também ndo
é unanime a relacdo da preferéncia alimentar em situacfes de estresse (ORTOLANI et. al.,
2014), apesar de ter sido percebido em alguns estudos a preferéncia por alimento do tipo
comfort food (ZEENI et al., 2013), que em suma, tém por caracteristicas serem altamente
palataveis, de grande valor enérgico, tipicamente ricos em acucares e gorduras (PECORARO
etal., 2004).

Ao investigar o efeito da dieta hiperlipidica na parede da bexiga de ratos e a possivel
acdo protetora da castanha-do-brasil, um estudo identificou que dietas com alto valor
energético, ricas em lipideos, podem ser deletérias ao 6rgao (de SOUZA, et al., 2018). Também
foi visto a agdo danosa da dieta hiperlipidica no pénis (MEDEIROS JUNIOR et al., 2014), na
atividade secretadora da prostata e na espermatogénese de ratos adultos Wistar (CAMPOS-
SILVA et al., 2015). J& o estresse cronico isolado tem sido apontado como prejudicial a
morfologia do pénis (RIBEIRO et al., 2019), das células espermatogénicas (RIBEIRO et al.,
2018) e do rim de ratos Wistar adultos (BENCHIMOL DE SOUZA et al., 2011; MARCHON,
etal., 2018).

O orgdo selecionado para este estudo, o pénis, tem sido citado na literatura como 6rgao
que pode ser afetado pela influéncia do estresse cronico. Essa relagéo foi descrita, por exemplo,
em um estudo realizado por De Souza e colaboradores (2012), onde ao investigar os efeitos do

estresse cronico sobre o corpo cavernoso do pénis de ratos observou alteragdo na composi¢ao
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do tecido erétil, apresentando um aumento de tecido conjuntivo e reducdo de musculo liso.
Outro achado deste estudo foi a maior prevaléncia de fibras colagenas do tipo | nos animais
estressados do que em animais controle. Também foi observado uma diminui¢cdo nas
concentragOes séricas de testosterona e um aumento no indice de massa da glandula adrenal.
Tais caracteristicas teciduais encontradas se assemelham com um perfil de fibrose peniana que
pode contribuir diretamente na disfuncao erétil.

Um outro estudo elaborado por Ribeiro e colaboradores (2018) avaliou a relagcdo do
estresse cronico em diferentes momentos da vida do animal e seu efeito sobre o corpo cavernoso
do pénis de ratos. Como resultados dessas analises foi observado uma reducéo no tecido erétil
e aumento de tecido fribroso nos animais estressados, sendo os animais adultos mais afetados
pelos efeitos deletérios do estresse do que os animais jovens. Neste experimento ndo houve uma
reducdo nos niveis de testosterona causados pelo estresse, entretanto, o estresse foi capaz de
influenciar negativamente a densidade de tecido erétil no corpo cavernoso.

O pénis humano, é o 6rgdo sexual masculino e faz parte do sistema urinario. Sua
composic¢do se da principalmente por dois corpos cavernosos e um corpo espon;joso, esse Ultimo
pelo qual ocorre a passagem da uretra. Podemos dividir o pénis ainda em uma porcao fixada,
também chamada de raiz, e uma porcéo livre, conhecida como corpo. Quanto a raiz do pénis é
composta pela fixacdo das partes proximais dos dois corpos cavernosos e proximal do corpo
esponjoso, sendo fixada no arco do pube e na membrana perineal, respectivamente. J& o corpo
do pénis, completamente revestido por pele, tem como composicao as partes livres do par de
Corpos cavernosos e a parte livre do corpo esponjoso. A expansdo do corpo esponjoso da origem
a glande do pénis que avanca sobre as extremidades distas dos corpos cavernosos (NETTER,
2019).

Em comparagdo ao modelo experimental adotado neste estudo, em que avalia as
alteragdes morfologicas no pénis de ratos Wistars, pode-se citar semelhancas e
individualidades. O pénis do rato também composto por um par de cOrpos cavernosos,
apresenta-se em sua porcdo livre como duas estruturas cilindricas, que se conectam
inferiormente ao corpo esponjoso, apresentanto uma Unica tunica albuginea. Este ultimo por
sua vez, possui em sua porcao distal um prolongamento formando a glande do pénis, estrutura
esta projetada sobre a por¢do distal dos corpos cavernosos (figura 1). Também é no corpo

esponjoso do pénis do rato que ocorre a passagem da uretra.



17

Figura 1 - Anatomia do pénis de rato Wistar e do pénis humano

4]

Tecido osseo-cartilaginoso Glande
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Legenda: A: Fotografia do pénis de rato Wistar adulto (magnificacdo de 5x em estereoscpio com objetiva
de 1.5x) seccionado transversalmente na base do pénis. B: llustracdo do pénis humano com
exposicdo da fascia profunda do pénis apresentando a fixagcdo dos corpos cavernosos e corpo
esponjoso no arco do pube e ha membrana perineal.

Fonte: Em A fotografia do autor em B adaptacéao da ilustragdo do livio NETTER (2019).

Quanto a estrutura interna do pénis, pode-se justificar a viabilidade do modelo ao
compararmos também a composicao tecidual das diferentes espécies. No pénis humano, assim
como no pénis dos ratos, 0s corpos cavernosos sdo envolvidos por uma camada de tecido
conjuntivo denso, denominada de tdnica albuginea, entretanto, a separacdo que ocorre por
completa entre os corpos cavernosos pela tinica albuginea do pénis humano (figura 2), ndo
ocontece nos corpos cavernosos do pénis do rato, que preserva uma conexao entre essas duas
estruturas (JUNQUEIRA, L. C.; CARNEIRO, J.; ABRAHAMSOHN, 2017).

Vale destacar que o pénis do rato apresenta tecido osso-cartilaginoso em sua por¢éao
distal (VILMANN, H.; VILMANN, A., 1979) o que inviabilizaria a aplicacdo de estudo como
modelo experimental, entretanto, o terco médio responsavel pela maior composicao do tecido
erétil se assemelha ao pénis humano, portanto, foi padronizado como parte do pénis do rato a
ser analisado (figura 1). Ja o tecido éretil que compdem as estruturas dos corpos cavernosos e
COrpo esponjoso, possuem abundante quantidade de espacos venosos segregados por trabéculas
compostas de fibras de tecido conjuntivo e celulas musculares lisas, que ocorre nas duas
especies JUNQUEIRA, L. C.; CARNEIRO, J.; ABRAHAMSOHN, 2017).

Assim como, o processo hemodindmico de erecdo do 6rgao ocorre pelo controle de
impulsos nervosos sobre o muasculo liso tanto das trabéculas que cercam o espaco venoso quanto
das artérias do pénis. O fluxo de sangue no estado flacido do pénis é mantido pelo ténus

intrinseco da musculatura lisa e por impulsos continuos de inervacdo simpatica. Na erecao, 0s
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impulsos vasodilatadores do parassimpatico ddo origem ao relaxamento da musculatura dos
vasos penianos e musculo liso presente nos corpos cavernosos. Em associacdo os impulsos
simpaticos sdo inibidos, inibindo a vasoconstri¢cdo. A abertura causado pelo relaxamento da
musculatura lisa do tecido erétil aumenta o fluxo sanguineo nos espagos venosos, dando rigidez
ao pénis (DRAKE, R. L.; VOGL, W.; MITCHELL, A. W. M., 2005).

Figura 2 - Descricdo das estruturas internas do pénis de rato Wistar e humano em corte

transversal

Legenda: A: Fotomicrografia do corte transversal do terco médio do pénis de rato Wistar adulto corado pela
técnica histoldgica tricrémico de Masson (magnificacdo de 5X em estereoscopio). B: llustracdo
do histoldgica do corte transversal do pénis humano.

Fonte: Em A fotografia do autor em B adaptacéo da ilustracdo do livro NETTER (2019).

Como agente agressor ao 6rgdo avaliado adotou-se o estresse crdnico como mecanismo
de desregulacdo da homeostase do organismo nos individuos estudados. O modelo adotado de
inducdo do estresse crdnico por contencdo tem sido descrito como um método eficaz de ativar
0 eixo HPA elevando os niveis de corticosterona (de SOUZA et al., 2012; RETANA-
MARQUEZ et al., 2003; RIBEIRO et al., 2018). Outros métodos sdo rotineiramente aplicados,
como por exemplo, o choque no pé, o trauma subaquatico e o estresse baseado em predadores
(SCHONER et al., 2017).

O modelo de inducdo de estresse cronico escolhido se apoia em alguns fatores que
apontam para um método eficiente de se atingir as condi¢bes desejadas de estresse. A
comprovada hiperativacdo do eixo HPA pela replicagdo do método (SAMARGHANDIAN et
al., 2017; SABER etal., 2018; TRIPATHI et al., 2019), a facil operacionalidade e o baixo custo,
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foram fatores preponderantes para a escolha do modelo de estresse por imobilizacdo neste
trabalho.

A inducdo de estresse por imobilizacao talvez seja um dos métodos que apresente menor
viés, pois a manipulacéo e complexidade da tarefa sdo minimas, diferente dos outros métodos
que dependem de maior interferéncia do pesquisador.

O que se observa é que estudos no qual avaliam as consequéncias do estresse cronico
nos individuos tem demonstrado consequéncias na erecdo, seja por aumento de fatores
inflamatorios (SAHIN et al., 2017) ou por alteragdes na composi¢do de tecido erétil presente
nos corpos cavernosos (RIBEIRO et al., 2019; de SOUZA et al., 2012).

O estresse crénico, como demonstrado no estudo de Sahin e colaboradores (2017)
alterou prejudicialmente as respostas de relaxamento neurogénica e dependentes do endotélio,
reduziu a expressao de oxido nitrico, reduziu os niveis de testosterona, aumentou o nivel de
corticosterona, TNF-a entre outros fatores inflamatorios. Tais condi¢des encontradas foram
melhoradas ap6s o uso de um inibidor de TNF-a administrados nos animais. Essas altera¢oes
encontradas no estudo indicam a capacidade deletéria do estresse cronico em gerar fatores
lesivos aos tecidos eréteis do pénis conduzindo a um ambiente propicio para disfungéo erétil.

Tendo em vista as correlacGes supracitadas, busca-se compreender as preferéncias
alimentares em situacdo de estresse crdnico, assim como, investigar se a preferéncia dietética
pelo tipo comfort food poderia atenuar os fatores deletérios do estresse cronico na morfologia
do pénis e bexiga de ratos Wistar adultos ou ser duplamente danoso.
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1. OBJETIVOS

1.1. Geral

Avaliar os efeitos do estresse cronico na preferéncia alimentar e os efeitos destes na
morfologia do pénis de ratos Wistar adultos por métodos morfométricos.

1.2. Especificos

a) Awvaliar o consumo calérico dos individuos estressados e ndo estressados
com ou sem acesso a comfort food;

b) Avaliar a preferéncia alimentar dos individuos estressados e ndo estressados
com ou sem acesso a comfort food,;

c) Avaliar a area total do pénis em individuos com ou sem acesso a comfort
food,;

d) Avaliar a rea do corpo cavernoso com e sem a tinica albuginea em
individuos com ou sem acesso a comfort food,;

e) Avaliar a area da tanica albuginea do corpo cavernoso em individuos com
ou sem acesso a comfort food;

f) Awvaliar a densidade de tecido conjuntivo no corpo cavernoso em individuos
com ou sem acesso a comfort food,;

g) Avaliar a densidade de masculo liso no corpo cavernoso em individuos
com ou sem acesso a comfort food;

h) Auvaliar por método morfométrico a densidade de espago sinuséide no
corpo cavernoso do pénis em individuos com ou sem acesso a comfort
food;



21

2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 32 ratos Wistar adultos para este experimento. Todos 0s animais foram
mantidos em biotério, submetidos a um ambiente com temperatura de 22 + 1 °C, sob controle
de ciclo claro/escuro de 12h (luz artificial de 7:00 as 19:00 horas). Os procedimentos foram
realizados na Unidade de Pesquisa Urogenital da Universidade do Estado do Rio de Janeiro
(UERJ) conforme as orientacGes convencionais destinadas a pesquisa com experimentagéo
animal. Os protocolos experimentais utilizados neste estudo foram submetidos e aprovados pela
Comisséo de Etica para o Cuidado e Uso de Animais Experimentais do Instituto de Biologia
Roberto Alcantara Gomes da UERJ, sob o0 nimero 004/2019, presente no anexo A desta tese.

Os ratos foram divididos em quatro grupos experimentais: controle com dieta padrdo
(C, n=8); estresse com dieta padréo (S, n=8); controle com dieta padrdo + comfort food (CF,
n=8) e estresse com dieta padrdo + comfort food (SCF, n=8). A figura 3 representa a distribuicéo
dos animais nos diferentes grupos experimentais. O controle da ingestdo alimentar dos animais
foi realizado diariamente, onde ambas as dietas (padréo e comfort food) foram pesadas antes e
apo6s 0 consumo em balanca de precisao, sendo ofertado 50 g de ragdo padrdo (Nuvilab CR-1,
Quimtia, Colombo, Brasil), por cada animal presente na caixa em todos 0s grupos, assim como,
de maneira simultanea, ofertado 30g de cereal Froot Loops (Kellogg Brazil, Sdo Paulo, Brasil),
alimento do tipo comfort food, por cada animal presente na caixa nos grupos CF e SCF. Os
animais do grupo S e SCF foram submetidos ao protocolo de estresse cronico por restri¢cdo de
movimento (MARCHON et al., 2018; de SOUZA et al., 2012).
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Figura 3 - Divisdo dos animais controles e estressados nos diferentes grupos experimentais
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Legenda: C: Grupo controle com dieta padréo; S: Grupo estresse com dieta padrdo; CF: Grupo controle com
dieta padrdo mais comfort food; SCF: Grupo estresse com dieta padrdo mais comfort food. f:
Momento da eutanésia. *: Os grupos S e SCF durante o protocolo de inducéo de estresse (duas
horas diariamente) eram privados de &gua e alimento. Os grupos C e CF também foram privados
de &gua e alimento no mesmo periodo.

Nota: Ambos 0s grupos iniciaram o experimento quando atingiram dez semanas de idade.

Fonte: O autor, 2023.

|

n=8

|

2.1  Modelo de inducéo de estresse crénico

Os animais dos grupos submetidos ao estresse cronico (S e SCF) ficaram restritos a
movimentacdo em tubos de PVC (Policloreto de Vinila), mantendo os ratos iméveis, por duas
horas diariamente, durante 8 semanas, sempre no periodo noturno. Os tubos sdo fechados em
suas extremidades, mas apresentam pequenas perfuragfes que permitem a ventilagéo (de
SOUZA et al., 2012; RETANA-MARQUEZ et al., 2003; RIBEIRO et al., 2018). Estes tubos
foram ajustados conforme o tamanho do animal, possuindo trés diferentes tamanhos de
diametro interno: 40 mm (tubol), 50 mm (tubo2) e 75 mm (tubo3), como é demonstrado na
Figura 4. Os tubos foram trocados conforme crescimento dos animais garantindo constante
imobilizacdo. A troca somente foi realizada quando as dimensdes do animal foram menores que
a luz do tubo, entéo, realizou-se a imobilizacdo do animal no tubo seguinte de maior diametro,
ou seja, do tubo 1 para o tubo 2 e do tubo 2 para o tubo 3. Sendo observado como critério apenas

as dimens0es dos animais em relacéo ao tubo.
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Figura 4 - Tubos de PVVC opacos utilizados para inducéo do estresse cronico

Legenda: Tubos de PVC opacos utilizados para restricdo de movimento dos ratos. Trés tamanhos de tubos foram
utilizados de acordo com o tamanho do animal, classificados na imagem, da esquerda para a direita,
como: tubo 1 (1), tubo 2 (2) e tubo 3 (3). Nas laterais da imagem estdo os tubos com vista dos furos para
ventilagdo, enquanto o tubo centralizado demonstra a vista da perfuragdo para passagem da cauda do
animal.

Fonte: O autor, 2023.

Todos o0s animais deste experimento foram mantidos em caixas distribuidos
numericamente de maneira igual sendo acondicionados em biotério. Os animais submetidos ao
estresse cronico (grupos S e SCF) foram privados da oferta de alimento e 4gua durante a inducao
do estresse. Assim como 0s animais controles (grupos C e CF) eram também privados de
alimento e agua por duas horas diariamente durante o periodo em que os animais estressados
eram submetidos ao estresse crénico. Os animais dos grupos S e SCF foram submetidos ao
estresse cronico a partir de dez semanas de idade, assim como, o0s grupos controles (C e CF)

iniciaram o experimento no mesmo periodo da vida.

2.2 Dieta

Para avaliacdo do estudo foram utilizados dois tipos de alimentos distintos. Como
alimento do tipo controle foi utilizado a ragéo padréo para animais de experimentagéo (Nuvilab
CR-1, Quimtia, Colombo, Brasil) que corresponde a uma dieta balanceada para os roedores.

Para a aplicacéo da dieta do tipo comfort food foi escolhido o cereal matinal Froot Loops
(Kellogg Brasil, Sdo Paulo, Brasil). O alimento escolhido possui consisténcia sélida, de

tamanho que permite permanecer sobre a grade que sobrepGe a caixa em que 0s animais sao
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acondicionados sem que caia no interior da caixa. O alimento froot loops é encontrado
facilmente em supermercados por todo mundo, é feito de maneira padronizada e possui um
aspecto chamativo por ser colorido e aromatizado. Também é rico em acgucar e pobre em fibras
alimentares. A composicdo nutricional dos dois alimentos esta detalhada na tabela 1.

Tabela 1 — Composicdo nutricional das dietas experimentais

Racéo padrao Comfort food
(Nuvilab CR-1) (Froot Loops)
Energia Kcal/100g 295Kcal 377kcal
/100 40.5 88.8
Carboidratos I | :
% 55% 94%
] 9/100g 16.29 4.79
Proteinas
% 22% 5%
_ g/100g 1.5¢ 0.79
Gorduras totais
% 4,5% 1,7%
Fibras alimentares g/100g 7.09 2.1g
Sédio mg/100g 0.27mg 405mg

Fonte: Dados fornecidos pelo produtor (Nuvilab CR-1, Quimtia, Colombo, Brazil) e TACO

— Tabela brasileira de composi¢édo de alimentos.

2.3 Eutanasia

Foi realizada a eutanasia em todos os ratos ao completarem 18 semanas de idade, para
coleta e avaliacdo do pénis. Todos os animais foram submetidos & eutanésia por sobredose

anestésica de Isoflurano 2% (BioChimico, Itatiaia, Brasil) em cAmara de inducéo.
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2.4  Teste de glicemia capilar

Foi realizado o teste de glicemia capilar, antes e ao final do experimento (10 semanas e
18 semanas). Os animais foram submetidos a jejum de 12 horas e a glicemia capilar foi aferida
com glicosimetro apropriado (Accu-Chek, Roche, Sdo Paulo, SP, Brasil). O sangue foi coletado

por meio de uma pequena incisdao na cauda com auxilio de uma agulha.

2.5  Procedimentos histologicos

As amostras do ter¢co medio do pénis dos ratos foram lavadas em solucéo salina (0,9%
NaCl) e fixadas por imersdo em formaldeido a 3,7% em tampao fosfato salino (pH 7,2 - 7,4)
durante 24-48 horas. O material foi submetido as técnicas histoldgicas de rotina, isto é,
desidratado em alcool e clarificado em xilol para posterior inclusdo em parafina. Apos a
inclusédo, foram realizados cortes histoldgicos com 5 um de espessura e espacamento de 50 um
entre cada corte. Os cortes histologicos foram corados pela técnica de hematoxilina & eosina
para verificar a integridade dos tecidos e para as avaliacGes foram utilizado as técnicas de
coloragéo pelo vermelho de picrosirius e pelo tricrbmico de Masson.

2.6 Morfometria

Todas as analises morfoldgicas foram realizadas através de fotomicrografias capturadas
com camera digital (DP70, Olympus, Téquio, Japdo) acoplada no microscopio (BX51,
Olympus). Para cada analise, foram realizadas 25 fotomicrografias de cinco cortes distintos, ou
seja, cinco fotomicrografias para cada corte. As fotomicrografias foram capturadas e salvas sob
as mesmas condigdes. Para as analises morfométricas foi utilizado o software ImageJ 1.53K
(National Institute of Health, Bethesda, EUA).

No pénis foram analisados os seguintes parametros: a area total do pénis, a area do corpo
cavernoso com e sem a tunica albuginea, a area da tdnica albuginea e as densidades de musculo

liso, tecido conjuntivo e espaco sinusoidal do corpo cavernoso.
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Para a analise das areas dos cortes transversais do terco médio do pénis, foram utilizadas

as fotomicrografias das ldminas coradas com o vermelho de picrosirius. Para demarcar as areas

dos cortes transversais sera utilizada a ferramenta Free hand do software ImageJ 1.53K. Por

meio desta ferramenta foram avaliadas a area total do pénis e em seguida as areas do corpo

cavernoso com e sem a tanica albuginea (FELIX-PATRICIO et al., 2015).

Para as analises no software ImageJ 1.53K conforme foram realizadas sao necessarios

0S seguintes passos, descritos a seguir:
1° - Abrir o programa ImageJ 1.53K;
2° - No menu “File” clicar na op¢éo “Open” (figura 5);

3° - Selecionar a fotomicrografia da régua micrometrada realizada nas mesmas condi¢6es das

imagens a serem analisadas, ou seja, mesmo microscépio e com a mesma objetiva (figura 5).

Figura 5 — Selecdo da fotomicrografia com a régua micrometrada para calibracdo do programa

Image J
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Legenda: Demonstragdo dos passos a seguir para selecionar a fotomicrografia da régua micrometrada utilizada
para realiza a calibragdo do software. No menu “File” clicar no botdo “Open” (em azul), selecionar
fotomicrografia da régua micrometrada e clicar no botdo “Abrir” (seta laranja).

Fonte: O autor, 2023.
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4° - realizar a mensuracdo de um tamanho conhecido na imagem da régua micrometrada
(figura 6) com o auxilio da ferramenta “Straight”. Pode-se também utilizar o auxilio da
ferramenta “Magnifying glass” (figura 7) para aproximar a imagem e facilitar a mensuragao.
Para mensurar basta pressionar a tecla “m” e uma caixa didlogo com o valor da distancia em

pixel aparece (figura 8).

Figura 6 — Fotomicrografia da régua em micrometros para calibracdo da distancia conhecida

em pixels
¢ Imagel - X
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
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x=1263, y=231, z=2, value=65152

Legenda: Fotomicrografia da régua micrometrada utilizada para mensurar o valor em pixel de uma distancia
conhecia. A fotomicrografia é realizada nas mesma condi¢fes em que as laminas sdo fotografadas.
Quando o aumento é pequeno, pode-se utilizar a ferramenta “Magnifying glass” (selecionada na
imagem) para aproximar e facilitar a mensuracéo.

Fonte: O autor, 2023.
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Figura 7 — Mensuracdo de uma distancia conhecida na regua micrometrada apds utilizacéo da

ferramenta “Magnifying glass™ para aproximar a imagem
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Legenda: Fotomicrografia da régua micrometrada apds utilizagdo da ferramenta “Magnifying glass” para
aproximar a imagem e facilitar a mensuragéo em pixel de uma distancia conhecida em micrémetros. A
seta em laranja representa o valor em pixel encontrado pela distdncia mensurada com a ferramenta
“Straigth”, representada pela linha em amarelo.

Fonte: O autor, 2023.

il

5° - Para calibrar é preciso acessar o0 menu “Analyze” e depois a op¢do “Set Scale”
(figura 8). Na caixa de dialogo que se abrira deve-se preencher os campos “Distance in pixels”
—com o valor em pixel encontrado na mensuragéo da imagem micrometrada — “Know distance”
—com o valor em micrdmetro em que a mensuragao representa na régua — “Pixel aspect ratio”
— manter em 1.0 — “Unit of length” — informar a unidade de medida, no caso micrémeto (um)
— marcar a opc¢ao “Global”, para manter a configuracdo para as demais analises e clicar em

“Ok”. Esses passos estdo representados na figura 9.
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Figura 8 — Abertura da caixa de dialogo para calibracdo do programa Image J
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Legenda: Representacdo dos passos realizados para abrir a caixa de didlogo para realizar a calibragdo do software.
Acesso ao menu “Analyze” e sele¢do da opcéo “Set Scale”, ambas destacadas em azul.

Fonte: O autor, 2023.
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Figura 9 — Preenchimento dos campos para calibragdo do programa Image J
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Legenda: Caixa de didlogo com os campos para preenchimento para realizar a calibracdo do programa Image J.
Na seta laranja o valor em pixel encontrado na mensuracéo da régua micrometrada. Na seta amarela a
distancia conhecida da mensuracdo conhecida na régua. Na seta verde a razdo em pixel. Na seta cinza a
unidade de medida utilizada. Na seta azul marca-se a op¢ao de manter as configuracGes para as demais
andlises e por ultimo, na seta vermelha confirma-se as alteragdes.

Fonte: O autor, 2023.

Apos a calibragdo foram utilizadas 5 fotomicrografias, por cada animal, dos cortes
transversais do pénis corados pela técnica de Picrosirius red para a avaliacdo das areas das
estruturas do pénis.

Para isso, apds a abertura da imagem pelo caminho “File” e op¢do “Open”, foram
realizadas as mensuragdes com o auxilio da ferramenta “Polygon selections”. Feita entdo a
mensuracdo da area total do pénis (figura 10), rea do corpo cavernoso com a tunica albuginea

(figura 11), area do corpo cavernoso sem a tunica albuginea (figura 12).



Figura 10 — Mensuracédo da area total do pénis apos calibragdo do programa Image J
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Legenda: Utilizagdo da ferramenta “Polygon selections” (seta laranja), que com mdltiplos cliques permite maior
precisdo ao mensurar estruturas que nao sao retilineas dando maior exatiddo nas mensuragdes. A area
mensurada esta representa pela linha amarela.

Fonte: O autor, 2023.
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Figura 11 — Mensuracao da area do CC com a TA
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Legenda: Utilizagdo da ferramenta “Polygon selections” (seta laranja), que com multiplos cliques permite maior
precisdo ao mensurar estruturas que nao sao retilineas dando maior exatiddo nas mensuracoes. A area
mensurada esta representa pela linha amarela. CC: corpo cavernoso; TA: tlnica albuginea.

Fonte: O autor, 2023.
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Figura 12 — Mensuracdo da area do CC sem a TA

i Imagel _ )
File Edit Image Process Analyze FPlugins Window Help
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Legenda: Utilizagdo da ferramenta “Polygon selections” (seta laranja), que com mdltiplos cliques permite maior
precisdo ao mensurar estruturas que nao sao retilineas dando maior exatiddo nas mensuragdes. A area
mensurada esta representa pela linha amarela. CC: corpo cavernoso; TA: tlnica albuginea.

Fonte: O autor, 2023.

Para analise da area da tGnica albuginea foi realizada a subtracéo do valor da mensuragao
da area do corpo cavernoso com a tunica albuginea e a area do corpo cavernoso sem a tinica

albuginea, representada na figura 13.
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Figura 13 — Mensuracdo da TA por meio da subtracdo das mensuracGes das areas do CC com e sem TA
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Legenda: Imagem em A demonstrando a mensuracao da area do corpo cavernoso com a tdnica albuginea. Em B mensuracéo da area do corpo cavernoso sem a tdnica albuginea.
Na parte superior da imagem os valores das duas mensuragdes sao subtraidas para se obter o valor da tdnica albuginea. CC: corpo cavernoso; TA: tlnica albuginea.
Fonte: O autor, 2023.
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2.6.2 Andlise de densidade de superficie (Sv)

Para avaliacdo do corpo cavernoso do pénis foram analisadas as Sv do tecido conjuntivo,
Sv de musculo liso e Sv de espaco sinuséide dos corpos cavernosos. Para essas anélises foram
utilizadas laminas coradas pela técnica de tricromico de Masson. A densidade de cada uma
dessas estruturas foi expressa em porcentagem, obtida pelo método de contagem de pontos.

Para aplicacdo do método da contagem de pontos foram realizados os seguintes passos:

1° - Abrir o programa ImageJ 1.53K;

2° - No menu “File” clicar na opg¢éo “Open” (figura 14);

3°- Localizar a pasta e selecionar a fotomicrografia a ser analisada. Apos a selecéo clicar
no botdo “Abrir” (figura 14).

Figura 14 — Selecédo da fotomicrografia para analise da Sv do corpo cavernoso
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Legenda: Demonstracdo dos passos para selecdo da fotomicrografia para avaliacdo das estruturas do corpo
cavernoso. No menu “File” clicar no botdo “Open” (em azul), selecionar fotomicrografia para analise
e clicar no botdo “Abrir” (seta laranja).

Fonte: O autor, 2023.
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4° - Mensurar a area total da imagem em pixel acessando 0 menu “Analyze” e clicando

na op¢ao “Measure”, ou por meio da tecla de atalho Crtl + m (figura 15);

Figura 15 — Mensuracéo da area total da imagem em pixel no programa ImageJ
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Legenda: Demonstracdo dos passos para mensurar a area total da fotomicrografia. No menu “Analyze” clicar no
botdo “Measure” (em azul), ou por meio da tecla de atalho “Ctrl + m”. Em vermelho resultado da

mensuracao.
Fonte: O autor, 2023.

5° - Ap0Gs a mensuracdo da area da imagem acessar o menu “Plugins” na opcdo

“Analyze” e clicar no botao “Grid” (figura 16).
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Figura 16 — Distribuicdo da grade de 99 pontos sobre a fotomicrografia.
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Legenda: Demonstracdo dos passos para abrir a caixa de didlogo e sobrepor a grade de 99 cruzes sobre a
fotomicrografia. No menu “Plugins” acessar a opgdo “Analyze” e clicar no botdo “Grid” (em azul). Em
vermelho esta o resultado da mensuragdo ja realizada.

Fonte: O autor, 2023.

6° - Ao realizar o passo anterior preencher a caixa de didlogo que ira abrir ap6s clicar
no botdo “Grid”. J& na caixa de didlogo, na op¢do “Grid type” escolher o tipo de grade
“Crosses”. Na op¢ao “Area per point” inserir o valor da area da imagem mensurado no passo
4° Na opcdo “Color” escolher a cor que facilite a visualizacdo da estrutura e clicar em confirmar
no botdo “Ok” (figura 17).
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Figura 17 — Preenchimento da caixa de dialogo para configurar grade de pontos de sobrepor a
fotomicrografia
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Legenda: Preenchimento da caixa de didlogo “Grid” para configuracéo da grade de sobrepor as fotomicrografias.
No menu “Plugins” na op¢do “Analyze” clicar no botdo “Grid” (em azul). J4 na caixa de didlogo, na
opcéo “Grid type” escolher o tipo de grade “Crosses”. Na opgao “Area per point” inserir o valor da area
da imagem mensurado no 4° passo. Na op¢do “Color” escolher a cor que facilite a visualizagdo da
estrutura e clicar em confirmar no botdo “Ok” (setas em vermelho).

Fonte: O autor, 2023.

7°- Apos a configuracdo da grade de sobrepor, utilizou-se como auxilio para contagem
da estruturas a ferramenta “Cell Counter”. Esse plugin funciona como um contador que permite



39

contar diferentes estruturas em uma mesma imagem alternando a sele¢do nas opgoes de tipo
descritas no plugin como “Type 17, Type 2” e assim por sequéncia até suprir a necessidade de
tipos de contadores diferentes que satisfaca a analise. No nosso caso, utilizamos o “Type 17,
“Type 2” e 0 “Type 3” (figura 18), pois avaliamos trés tipos de estruturas diferentes na mesma
imagem. Para isso o acesso se da pelo menu “Plugins”, op¢ao “Analyze” ¢ botdo “Cell
Counter”. Ap0s a abertura do plugin, clicar no botéo “Initialize” e definir o contador para cada
estrutura a ser analisada. As estruturas sdo marcadas por cores diferentes nas fotomicrografias
apos um clique sobre a imagem. Essa contagem foi realizada a cada vez que as cruzes da grade
sobreposta a fotomicrografia tocou uma das estruturas alvo do estudo.

Apbs a analise das fotomicrografias, 0s niUmeros de pontos gque tocaram as estruturas
quantificadas foram expressos em porcentagem. Os resultados obtidos seréo considerados como
a Sv (densidade de superficie) de cada uma das estruturas analisadas. Os valores encontrados
de cada estrutura em cada imagem foram tabulados e as médias de cada animal utilizadas para

analise estatistica.

Figura 18 - Contagem de pontos utilizando o contador “Cell Counter”
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Save Markers
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Export Image

Measure...

Legenda: Fotomicrografia do corpo cavernoso do pénis de rato Wistar corado pela técnica de tricromico de
Masson com aplicacdo da grade de pontos. Para utilizacdo do contador deve-se clicar no botdo
“Initialize” (seta em vermelho), marcar uma opgao de contador (seta em amarelo) e clicar na tela sobre
a estrutura avaliada (seta verde).

Fonte: O autor, 2023.

@ ez [ -
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2.7 Anadlise estatistica

Os valores das médias encontradas nas andlises foram submetidos ao teste de
normalidade Kolmogorov-Smirnov. Os dados que respeitaram a normalidade na curva de
distribuicdo (paramétricos) foi utilizado a analise de variancia one-way (ANOVA) com
aplicacdo do pos-teste de Bonferroni. Para os dados que ndo respeitaram a normalidade na curva
de distribuicdo (ndo-paramétricos) foi utilizado o teste estatistico de Kruskal-Wallis com pos-
teste de Dunns. Todas as analises foram realizadas com o software GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software, San Diego, EUA). As compara¢des foram consideradas diferentes quando

p<0,05. Todos os resultados foram apresentados como média + desvio padrao.
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3. RESULTADOS

3.1  Resultados das andlises biométricas e bioquimicas

Em relacéo a andlise da glicemia capilar ndo foi visto diferenca entre as mensuracées
antes e apds o periodo de experimentos, apresentando valor de p=0,3701 e p=0,4055,
respectivamente, conforme pode ser visualizado no grafico 1 e 2. J& no grafico 3, onde
demonstra a massa corporal dos animais ao final do experimento também n&o foi visto diferenca

nas comparagdes entre os grupos, apresentando valor de p=0,8481.

Gréafico 1 — Valores da glicemia antes do periodo experimental
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Legenda: C: grupo controle com dieta padrdo; S: grupo estresse com dieta padrdo; CF: grupo controle com
dieta padrdo + comfort food; SCF: grupo estresse com dieta padrdo + comfort food;
Né&o houve diferenga estatistica. Valor de p=0,3701.

Fonte: O autor, 2023.



Gréafico 2 — Valores da glicemia apos o periodo experimental
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Legenda: C: grupo controle com dieta padréo; S: grupo estresse com dieta padréo; CF: grupo controle com
dieta padrdo + comfort food; SCF: grupo estresse com dieta padrdo + comfort food. MC: massa
corporal. Ndo houve diferenca estatistica. Valor de p=0,4055.

Fonte: O autor, 2023.

Gréafico 3 — Valor da massa corporal dos animais apds o experimento
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Legenda: C: grupo controle com dieta padréo; S: grupo estresse com dieta padréo; CF: grupo controle com
dieta padréo + comfort food; SCF: grupo estresse com dieta padrdo + comfort food. Ndo houve
diferenca estatistica. Valor de p=0,8481.

Fonte: O autor, 2023.

42
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3.2 Resultado das anélises de comportamento alimentar

Na comparagdo da preferéncia alimentar entre os grupos em que foram ofertados as
diferentes dietas (racdo padrdo e Froot Loops), CF e SCF, foi possivel caracterizar uma
preferéncia pelo alimento tipo comfort food em ambos os grupos, sendo visto um consumo
maior do Froot Loops de 43,23% nos ratos do grupo SCF e uma preferéncia dos animais pelo
cereal Froot Loops de 57,33% no grupo SCF (p<0,0001), como ilustrado no gréfico 4. Ao
compararmos a ingestdo de Froot Loops entre o grupo CF e SCF é visto um aumento de 18,54%
na ingestdo do alimento tipo comfort food no grupo submetido ao estresse cronico, SCF. Essa

diferenca foi encontrada por meio das médias da ingestdo em gramas diariamente mensuradas.

Gréfico 4 — Preferéncia alimentar dos animais dos grupos com dieta comfort food
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Legenda: CF: grupo controle com dieta padrdo + comfort food; SCF: grupo estresse com dieta padréo +
comfort food. Padré&o: dieta padrdo; FL: Froot Loops, cereal escolhido como alimento do tipo
comfort food. a: diferente de C (Padrdo). b: diferente de C (FL). c: diferente de S (Padrdo). Valor
de p<0,0001.

Fonte: O autor, 2023.
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Ao avaliar a ingestao alimentar dos individuos em Kcal/kg MC foi visto um aumento
no consumo do SCF em 8,24% na comparagdo com o grupo CF. O grupo CF apresentou reducéo
no consumo em 5,88% ao compararmos com o grupo C (p=0,0098). As demais comparacoes
ndo apresentaram diferenca. As configuracgdes estéo ilustradas no grafico 5.

Gréfico 5 — Comparagdo do consumo energético dos individuos por quilograma de massa
corporal
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Legenda: C: grupo controle com dieta padrdo; S: grupo estresse com dieta padrdo; CF: grupo controle com
dieta padrdo + comfort food; SCF: grupo estresse com dieta padrdo + comfort food. a: diferente
de C. MC: massa corporal. c: diferente de CF. Valor de p=0,0098.

Fonte: O autor, 2023.

3.3 Avaliagdes morfomeétricas

3.3.1 Mensuracdo da &rea do pénis

Em relacdo as mensuracgdes da area total do pénis nos diferentes grupos foi visto uma
diferenca estatistica na comparacao entre o grupo S e o grupo CF, em que 0 grupo estressado

apresentou uma reducdo da area total do pénis no ordem de 6,78% em relagdo ao grupo controle
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mais confort food, sendo p=0,0183. As demais comparacOes ndo apresentam diferenca
estatistica. O Grafico 6 ilustra esta analise.

Gréafico 6 — Comparacao entre 0s grupos experimentais das mensuragdes da area total do pénis
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Legenda: C: grupo controle com dieta padrdo; S: grupo estresse com dieta padrdo; CF: grupo controle com
dieta padrdo + comfort food; SCF: grupo estresse com dieta padrao + comfort food. a: diferente de
S. Valor de p=0,0183.

Fonte: O autor, 2023.

Similar resultado foi visto na comparacao entre os distintos grupos experimentais em
relacdo a area do corpo cavernoso do pénis com a tdnica albuginea. O grupo S apresentou
reducdo da area do corpo cavernoso em 6,44% em relacdo ao grupo CF, com p=0,0099. As
demais comparacOes acerca da area total do pénis ndo apresentam diferenca estatistica. As

comparagOes podem ser vistas no grafico 7.
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Gréfico 7 - Comparacdo das médias das areas do CC do pénis com TA
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Legenda: C: grupo controle com dieta padréo; S: grupo estresse com dieta padrdo; CF: grupo controle com
dieta padrdo + comfort food; SCF: grupo estresse com dieta padrdo + comfort food. CC: Corpo
Cavernoso. TA: Tanica Albuginea. b: diferente de S. Valor de p=0,0099.

Fonte: O autor, 2023.

Ja no que tange a area do corpo cavernoso sem tdnica albuginea foi visto uma
semelhante reducéo de 7,53% no grupo S em relacdo ao grupo CF, sendo p=0,0378. As demais
comparacOes das médias das areas do corpo cavernoso sem tlnica albuginea ndo apresentaram
diferenca. Os resultados foram apresentados no grafico 8.

Na comparacdo das médias da area da tunica albuginea do corpo cavernoso néo foi visto
diferenca estatistica sendo o valor de p=0,2725. O gréfico 9 ilustra o resultado das comparagdes
estatisticas mencionadas.

As comparacOes estatisticas realizadas neste topico estdo ilustradas nas fotografias

histologicas apresentadas na figura 19.



Gréafico 8 — Comparacao da area do CC sem TA dos grupos experimentais
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Legenda: C: grupo controle com dieta padrdo; S: grupo estresse com dieta padrdo; CF: grupo controle com
dieta padrdo + comfort food; SCF: grupo estresse com dieta padrdo + comfort food. TA: tlnica
albuginea. CC: corpo cavernoso. b: diferente de S. Valor de p=0,0378.

Fonte: O autor, 2023.

Gréafico 9 - Comparacdo entre as médias da area da TA do CC
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Legenda: C: grupo controle com dieta padrdo; S: grupo estresse com dieta padrdo; CF: grupo controle com
dieta padrdo + comfort food; SCF: grupo estresse com dieta padrdo + comfort food. TA: tlnica
albuginea. CC: corpo cavernoso. Nao houve diferenca estatistica. Valor de p= 0,2725.

Fonte: O autor, 2023.
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Figura 19 — Imagens histoldgicas que ilustram as altera¢6es das areas do pénis de ratos Wistars
adultos

Legenda: C: grupo controle com dieta padrdo; S: grupo estresse com dieta padrdo; CF: grupo controle com
dieta padrdo + comfort food; SCF: grupo estresse com dieta padrdo + comfort food.
As imagens histol6gicas demonstram os resultados observados nas mensuracdes das areas total do
pénis e nas areas do corpos cavernosos. O grupo S apresentou reducgdo na area total do pénis e
reducdo na éarea do corpo cavernoso em relacdo grupo CF. As imagens foram realizadas com
estereoscopio com objetiva de 1.5x e magnificacdo de 2.5x. Foi utilizado a técnica histol6gica de
picrosirius red.

Fonte: O autor, 2023.
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3.3.2 Densidades de superficie (Sv) do corpo cavernoso

Quanto as Sv dos tecidos avaliados do corpo cavernoso, sendo estes: Sv de tecido
masculo liso e a Sv de tecido conjuntivo, foram identificados alteracdes em suas propor¢des
nos distintos grupos analisados.

Em relacdo a Sv de masculo liso no corpo cavernoso a morfometria aponta para uma
reducdo deste tecido nos grupos estressados em relagcdo aos grupos controles, como pode ser
visto no grafico 10. Ao comparar o grupo C com o grupo S e o grupo C com SCF € notado uma
reducao de musculo liso de 39,19% e 45,75%, respectivamente. Ja na comparagao entre o grupo
CF com o grupo SCF houve uma reducéo de 35,63% de tecido conjuntivo no grupo SCF. Nas
demais comparacdes ndo foi encontrado diferenca estatistica. As comparacdes foram

significativas apresentando valor de p=0,0004.

Gréfico 10 — Sv de musculo liso no CC de ratos Wistars estressados e controles com e sem a

oferta de dieta do tipo comfort food

a-C
10~
c=CF
8-
3 [l
= 6- :.
] - a,C
£ T 2
%) =
S 4 -
S =
) .
o -
@ 2] =
o
0 . : =
C S SCF

Legenda: S: grupo controle com dieta padrdo; S: grupo estresse com dieta padrdo; CF: Grupo controle com
dieta padrdo + comfort food; SCF: grupo estresse com dieta padrdo + comfort food. Sv: densidade
de superficie. CC: corpo cavernoso. a: diferente de C; c: diferente de CF. Valor de p=0,0004.

Fonte: O autor, 2023.
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Gréfico 11 — Sv de tecido conjuntivo no CC de ratos Wistars estressados e controles com e sem

oferta de dieta do tipo comfort food
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Legenda: C: grupo controle com dieta padréo; S: grupo estresse com dieta padrdo; CF: grupo controle com
dieta padréo + comfort food; SCF: grupo estresse com dieta padrdo + comfort food. Sv: densidade
de superficie. CC: corpo cavernoso. a: diferente de C; b: diferente de S. Valor de p=0,0001.

Fonte: O autor, 2023.

Quanto a Sv de espago sinusoide foi identificado uma reducdo de 27,33% na
comparacdo do grupo S com o grupo C, com valor de p=0,0197. As demais comparag6es entre
0s grupos ndo apresentaram diferenca estatistica (grafico 12).

As comparacdes estatisticas realizadas neste topico estéo ilustradas nas fotomicrografias

apresentadas na figura 20.
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Gréfico 12 — Sv de espaco sinusoide no CC de ratos Wistars estressados e controles com e sem

oferta de dieta do tipo comfort food
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Legenda: C: grupo controle com dieta padréo; S: grupo estresse com dieta padrdo; CF: grupo controle com
dieta padrdo + comfort food; CF: grupo estresse com dieta padrdo + comfort food. Sv: densidade
de superficie. CC: corpo cavernoso. a: diferente de C. Valor de p=0,0197.

Fonte: O autor, 2023.
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Figura 20 — Fotomicrografias do corpo cavernoso do pénis de ratos Wistar adultos que ilustram
as alteracdes morfométricas

Legenda: C: grupo controle com dieta padrdo; S: grupo estresse com dieta padrdo; CF: grupo controle com
dieta padrdo + comfort food; SCF: grupo estresse com dieta padrdo + comfort food.
As fotomicrografias demonstram os resultados observados nas mensuragdes das Sv do tecido
conjuntivo, musculo liso e espaco sindide do corpo cavernoso do pénis de ratos Wistars adultos.
As imagens estdo no aumento de 400 vezes. Foi utilizado a técnica histoldgica de tricromico de
Massom.

Fonte: O autor, 2023.

Os resultados apresentados anteriormente estdo compilados na tabela 2 apresentada a

seguir.
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Tabela 2 — Dados biométricos e valores das analises morfometricas de ratos Wistar estressados e controles com e sem oferta de dieta do tipo comfort

food
Parametros C S CF SCF p Valor
Glicemia - inicial (mg/dL) 89,25 + 9,19 98,63 + 13,21 95,38 + 14,69 89,29 + 11,88 0,3701
Glicemia - final (mg/dL) 89,19 + 7,96 96,13 + 13,67 102,90 * 15,30 87,88 + 11,22 0,0786
Massa corporal - final (g) 388,10 £ 70,45 378,60 + 43,53 423,70 + 38,93 364,90 + 31,75 0,8481
Ingestdo da dieta (g) 27,77 £ 1,69 27,81 +1,95 26,51 + 2,04 23,81 + 1,67 [2b<] 0,0004
Ingest&o da dieta (kcal/kg MC) 0,24 + 0,01 0,24 + 0,02 0,27 + 0,03 [ 0,25 + 0,03 [ 0,0098

Padréo FL Padréo FL
Preferéncia alimentar (g) - - <0,0001
9,70+ 0,95 16,81+152M  736+1,70" 16,45+ 1,89 [3]

Area total do pénis (mm?2) 7,53+1,26 7,04 +0,62 7,60 £ 0,75 [P 7,29+0,79 0,0183
Area do CC com TA (mm?) 5,22 +0,82 4,81+0,39 5,17 + 0,59 [ 4,93 +0,48 0,0084
Area do CC sem TA (mm2) 2,97 + 0,65 2,70+ 0,55 2,78 +0,42 M 2,51 + 0,34 0,0064

Tunica Albuginea (mm2) 2,36 £ 0,27 2,17 £0,51 2,37 £0,33 2,42 +0,39 0,2725

Sv Musculo liso (%) 8,14 + 1,48 4,95+220 0 6,86 + 1,48 4,42 + 1,24 el 0,0004
Sv de tecido Conjuntivo (%) 66,43 +540 7547 +2860 69,09 + 3,70 [ 74,18 £ 1,92 [ 0,0001
Espaco sinusdide (%) 21,44+516 1558+1,78 19,04 + 4,17 16,87 +2,31 0,0197

Legenda: C: grupo controle com dieta padrédo; S: grupo estresse com dieta padrdo; CF: grupo controle com dieta padrdo mais comfort food; CF: grupo estresse com dieta padrdo
mais comfort food. MC: massa corporal; CC: corpo cavernoso; TA: tlnica albuginea; a: dieferente de C; b: diferente de S; c: diferente de CF. *: diferente de CF
(padréo); #: diferente de CF (FL); 8: diferente de SCF (padréo). Dados expressos por média e desvio padrdo. Para dados paramétricos, foi realizado o teste estatistico

de one-way (ANOVA) com pds-teste de Bonferroni. Para dados ndo paramétricos, foi realizado o teste estatistico de Kruskal-Wallis com pos-teste de Duns. Os dados
foram considerados significativos quanto p<0,05.
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4. DISCUSSAO

O presente estudo busca entender o efeito do estresse crénico sobre o comportamento
alimentar do individuo e as possiveis alteracdes biométrica e morfométricas em individuos
sadios. Para isso foi utilizado o modelo animal, ratos Wistars, com o intuito de simular esse
cenario desejado ao estudo, tendo em vista as semelhangas encontradas biologicamente entre
0s humanos e os individuos escolhidos para a pesquisa.

No que tange os parametros biométricos analisados, ndo foi percebido, estatisticamente,
alteracdes entre os grupos adotados para este estudo. Tanto o peso corporal dos ratos, assim
como o valor da glicemia capilar ndo apresentaram alteragGes. Os dois alimentos ofertados aos
animais, possuem composic@es distintas, entretanto o alimento do tipo comfort food ndo é um
modelo validado de dieta para inducdo de alteracdes metabolicas nos individuos, apesar de ser
rico em aglcares e pobre em fibras e nutrientes. E um alimento que foi adotado como proposta
de estratégia de fuga ao estresse induzido, justamente para avaliar sua eficacia nesse mecanismo
de recompensa utilizado como fuga do estresse percebido pelo individuo (DALLMAN, et al.,
2003). A inducdo do estresse cronico em animais deste estudo demonstrou um aumento pela
ingesta do alimento do tipo comfort food tanto os submetidos a estresse (SCF, 57,33%) quanto
aos nao submetidos (CF, 43,23%). Entretanto, os animais submetidos a estresse cronico e
ofertado as duas dietas apresentaram um aumento no consumo na ordem de 18,54% a mais do
gue o grupo ndo submetido a estresse crénico e sendo também ofertado ambas as dietas. Esse
fator sugere uma preferéncia alimentar nesses individuos submetidos a estresse crénico por
alimentos reconfortantes. Quanto a isto, Ortolani e colaboradores (2014) corroboram os
resultados encontrados ao sugerir que ha uma preferéncia alimentar nesses individuos
estressados por alimentos reconfortantes. Além disso, foi visto que essa relacdo pode levar a
um perfil ansiogéncio nos individuos e anorexigénico, mesmo se alimentando com alimentos
em suma mais caloricos, como é de caracteristica dos alimentos comfort food (ORTOLANI et
al., 2014).

As analises teciduais realizadas neste presente estudo também apontam para efeitos
deletérios do estresse cronico nos animais. A area total do pénis do grupo S, por exemplo,
apresenta uma reducéo de 6,7% em relacéo ao grupo CF. Assim como a area do corpo cavernoso
sem tunica albuginea no grupo S demonstrou redugéo de 7,03% em relacdo ao grupo CF. Fato
semelhante ocorrido no estudo de Ribeiro e colaboradores (2019) que também encontraram
uma reducdo na area do corpo cavernoso sem tunica albuginea (16%) no grupo estresse cronico

adulto em relacdo ao seu controle. Esses resultados citados sugerem um efeito danoso na
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composicao tecidual do pénis dos ratos submetidos ao estresse crénico, onde a perda de tecidos
eréteis por tecidos pouco especializados podem diminuir a capacidade funcional do tecido erétil
do corpo cavernoso, tendo em vista que essa mudanca de composicao tecidual supracitada pode
sugerir fibrose peniana (de SOUZA et al., 2012).

Essa alteragdo de composicdo tecidual no corpo cavernoso do pénis dos animais
analisados pode ser vista pelos resultados obtidos neste estudo. A analise de Sv de tecido
conjuntivo aponta para um aumento desse tecido nas comparagdes com 0s grupos estressados
em relacdo aos seus controles. O grupo S apresentou aumento do tecido conjuntivo em 12,79%
em relacdo ao C. Assim como o grupo SCF aumentou em 10,42% o tecido conjuntivo em
comparacgdo ao grupo C e o S aumentou em 9,23% em relacdo ao CF. Ou seja, a presenca do
estresse cronico foi capaz de aumentar a composicdo de tecido conjuntivo nos corpos
cavernosos. Outros estudos com metodologia de inducdo de estresse crénico também por
conteng&o, apresentaram resultados similares aos resultados encontrados em nosso estudo, nos
quais indicam um aumento acentuado na proporc¢édo de tecido conjuntivo no corpo cavernoso
de animais estressados em relacéo aos seus controles (RIBEIRO et al., 2019; de SOUZA et al.,
2012).

O estresse foi capaz também de gerar uma reducdo significativa de muasculo liso no
grupo S de 39,18% em relacdo ao C. Na comparacdo do grupo SCF com os grupos C e CF
também foi visto uma reducdo de 47,54% e 37,93% respectivamente. Assim como 0S espagos
sinuséides, que por possivel consequéncia da diminuicdo das estruturas eréteis no corpo
cavernoso, apresentou uma reducéo de 27,33% no grupo S em relacéo ao C.

O estudo dos autores de Souza e colaboradores (2012), ao avaliar o efeito do estresse
crénico com similar modelo de inducdo por contencdo, encontrou uma reducdo de 36% na
densidade de musculo liso e um aumento de 20% da densidade de tecido conjuntivo no corpo
cavernoso de ratos Wistars, o que apresenta-se de forma similar aos achados de nosso estudo.
Os niveis séricos de testosterona diminuiram em 57% e houve um aumento na massa da
glandula adrenal em 15% descrito por de Souza e colaboradores (2012), reforcando que o
estresse cronico hiperativa a glandula adrenal e afeta diretamente a sintese de testosterona.

Apesar de no atual estudo ndo ter sido mensurado os niveis sericos de testosterona, as
analises morfométricas realizadas evidenciaram alteragdo na composi¢do do tecido erétil do
corpo cavernoso ainda mais deletérias do que descritas por de Souza e colaboradores (2012).
Haja vista que, o protocolo de indugéo de estresse seguiu 0s mesmos métodos sendo prolongado

por mais duas semanas, pode-se relacionar que a reducdo nos niveis séricos de testosterona
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poderia estar também presente e que sua acdo prolongada prejudicou ainda mais a morfologia
do corpo cavernoso.

O estudo de Ribeiro e colaboradores (2018), demonstrou que os ratos adultos
submetidos a estresse cronico e avaliados de forma imediata reduziram em 42% a densidade de
musculo liso em relacdo ao seu grupo controle. J& a avaliagdo tardia apos a retirada do estresse
demonstrou um aumento na densidade de masculo liso em 77% do que a avaliacdo imediata a
terapia do estresse. A similaridade na reducdo no musculo liso é vista novamente, 0 que
corrobora com nosso presente estudo. A piora durante a terapia do estresse e a melhora apos a
retirada do estresse pode estar relacionado a hip6tese de que a hiperativacdo do eixo HPA
durante o estresse eleva os fatores inflamatorios no corpo cavernoso e que estes afetam
diretamente o tecido erétil. E que ao retirar o estresse a compensacao do eixo HPA normaliza
os fatores inflamatdrios diminuindo o estresse oxidativo no tecido erétil, preservando o musculo
liso.

Como descrito nos paragrafos anteriores, o estresse foi capaz de gerar alteracdes na
histologia do corpo cavernoso ao que se refere as proporcdes das densidades de tecido erétil e
ndo erétil como identificado neste estudo. O aumento de depaositos de fibras coldgenas na matriz
extracelular, caracteristicas encontradas na fibrose peniana, sdo vistos também em doencas que
tem como consequéncia a disfuncdo erétil, como por exemplo, a doenca de peyrone e na
disfuncdo veno-oclusiva corporal (GONCALVES-CADAVID, 2009).

Esta alteracdo descrita na arquitetura da histologia peniana diminui a capacidade de
intumescéncia do pénis. Isso se da pela perda de musculo liso, estrutura diretamente relacionada
assim como dificulta a manutencdo da erecdo, pela fibrose encontradas também nas artérias
penianas. A quebra da homeostase aumenta os fatores inflamatorios reduzindo a sintese de
oxido nitrico o que prejudica ainda mais o relaxamento da musculatura lisa do corpo cavernoso,
que somado a diminuigdo do fluxo sanguineo favorece a disfuncéo veno-oclusiva erétil (SAHIN
et al., 2017). Este ciclo se retroalimenta e trabalha em favor do agravo a disfuncgéo.

Sahin e colaboradores (2018) em seu estudo evidenciaram que o0 estresse oxidativo
desencadeado pela inducdo do estresse cronico por contengdo aumentou fatores inflamatérios
e esses quando atenuados por protetores sdo eficazes na manutengdo da sintese de dxido nitrico
No COrpo cavernoso.

O estudo de Ortolani e colaboradores (2014) apesar de ndo demonstrar uma preferéncia
alimentar por comfort food apontou que a oferta do alimento reconfortavel foi capaz de atenuar
0s niveis da corticosterona sérica. Nessa mesma linha, Dallman e colaboradores (2003),

sugerem que ha uma relacdo na regulacdo do estresse cronico por meio da ingesta de alimentos
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reconfortantes. Os efeitos da elevacéo dos glicocorticoides atuam em regular o que denominam
de “a rede de resposta ao estresse cronico” e assim moderar estratégias e compulsdes afim de
vencer o estresse. Esse tipo de comportamento de reforco compensatorio a alimentos de alto
teor calorico pode alterar a resposta do cérebro aos alimentos, perpetuando habitos alimentares
que podem levar a consequéncias como obesidade e distarbios metabolicos (TRYSON et al.,
2013).

Apesar de no presente estudo os animais estressados preferirem se alimentar pelos
alimentos do tipo comfort food isso ndo gerou ganho de peso significativo. Mas, o que podemos
relacionar é que algumas analises morfométricas até o presente momento podem sugerir um
prejuizo atenuado. Por exemplo, quanto a area total do pénis o grupo SCF ndo apresentou
reducdo ao seu controle enquanto que o grupo S sim. Assim como a redu¢do de masculo liso
no corpo cavernoso parece ter sido atenuada no grupo SCF ao comparar com o grupo CF. E o
aumento de tecido conjuntivo apresenta-se maior no grupo S (12,79%) do que no grupo SCF
(10,42%) ao compararmos com o0 C. Os efeitos deletérios do estresse cronico tem sido
relacionado em outros estudos, seja na evidéncia de piora em niveis de fatores inflamatdrios
(SAHIN et al., 2017), ou por prejuizo na sintese do 6xido nitrico endotelial constitutivo do
corpo cavernoso de pénis de ratos (SAHIN et al., 2018).

Este trabalho apresenta limitacfes por se tratar de um modelo animal, ndo sendo possivel
transpor os efeitos da inducdo de estresse crdnico por imobilizacdo diretamente para 0s
humanos. O método de inducéo de estresse também € uma limitacdo na medida que, condiciona
o0 animal ao mesmo periodo do dia, sobre 0 mesmo tipo de estresse, durante a mesma quantidade
de horas. Diferente dos humanos que convivem com diferentes tipos de estimulos estressantes,

em diferentes periodos do dia por tempo variado.
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CONCLUSAO

Os animais estressados e que tinham a disposicdo as duas dietas foram 0s que
apresentaram maior consumo calorico. A preferéncia alimentar pelo comfort food foi maior nos
animais estressados. Houve reducdo na &rea do corpo cavernoso apenas no grupo estresse com
dieta padrdo. Os grupos estressados apresentaram diminuicdo no masculo liso e espaco
sinuséide do corpo cavernoso, além de aumento no tecido conjuntivo.

Concluimos assim que os animais apresentaram preferéncia alimentar pela dieta do tipo
comfort food e 0s animais estressados apresentam maior consumo da dieta comfort food, porém,
ndo apresentaram alteracGes nos parametros biométricos. O estresse crénico foi capaz de
diminuir a area do pénis e modificar a composicdo tecidual do corpo cavernoso com
substituicdo de tecido erétil por tecido ndo funcional. Nas avaliacdes morfométricas o alimento

de conforto sugere uma reducdo nos efeitos deletérios do estresse cronico.
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ANEXO A — Aprovacao do estudo pela Comisséo de Etica para o Cuidado e Uso de Animais
Experimentais (CEUA)
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humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de
2009 e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentac@o
Animal (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA PARA O CUIDADO E USO DE
ANIMAIS EXPERIMENTAIS (CEUA) do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da
UERJ, em reunido de 26/03/2019.

Finalidade () Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica
Vigencia da autorizagéo 26/03/2023

Espécie/linhagem/raca Rato Wistar

N° de animais 24

Peso/ldade 200 g / 10 semanas

Sexo Macho

Origem Biotério setorial

Rio de Janeiro, 26 de Marco de 2019.

(v

Prof. Dr. Alex C. Manhaes Profa. Dra. Patricia C. Lisboa
Coordenador Vice-Coordenadora
CEUA/IBRAG/UERJ CEUA/IBRAG/UERJ

http://www.biclogiauerj.com.br/comite-de-etica
ceua.ibrag@yahoo.com.br
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Effects of comfort food diet on the penile morphology of
stressed rats

Roger G. Marchon ”, Bianca M. Gregorie”, Waldemar 5. Costa”,
Marco Aurclic Pereira-Sampaio ™", Francizeo J. Sampaio ®, Diogo B. De Souza ™’
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ARTICLEINFO AEBESTRACT

2 Furpese To investigace the effects of chronde stress, assoclated or not with comfort food, on the

:‘”“"1 marphalogy of the penis.
Maenials 4 methods Thirry-rwo adult Wistar rars weee divided iroo four experimencal groops:

B Gaontrod group (C), recetving standand mt chow, and under nomeal conditions; Soessed group (5,
receiving standard chow, and submitred to stresshal sinations; Conred + comfort food group (C
+ CF), recetving standard chow and comfort food, and under normal conditions; and Stressed +
comfort food group (5 + CF), receiving standard chow and comdort food, and submitted o
stresshul siruations. Ar 10 weeks of age, fond supply and stress were inftaed. All groups had o
litdaom mcress to standerd chow and water, and groups recetving comfort food alse hed access i
Froat Loops®. Chronde siress was indoced by restriction, andmals were contained daily in paly-
propylene tobes for 2 b, for elght weeks, After sight weeks all animals were killed; penises were
removed for histomorphometric anabyss.
Resubre: Body mass was similar among the groups. Food Intake in 5 + OF group was lower than in
nther groups. Conceming food preference, groups C -+ CF and § + OF prefemred comfort food aver
the smndard chow, with this preference being higher in £ + CF than in ©+ CF. The area of the
porpora cavernosa withowt nmica albugines was lowes in group S + OF than in groop © Most
Imterestingly, the nxface density of connective tissue in the corpora covernosa was hdgher in
groups 5 and 5 + OF compared to group C In oontrast, smooth mascle sorface density was
markedly lower In § + CF compared 1o groups C and © + CF, while group 5 alsoe had redoced
smooth muscle in comparison o growp ©
Comduion: Chronde stress coused o mosphalogical alteration on pendle histomosphometry. Also,
stress incressed the preference for comforn foods which cassed more deleterions offeces in some
parameters.

1. Introduction

Sewual health is characterized by a multifactorial process coordinated by the nearoendocrine and vascular systems [1]. Sexual
dysfunction represents an important medical and physiclogical problem that adversely affects not only physical health but also

* Corresponding sothor.
E-mall addrece diogobenchimodiigmall.com (D.E. De Souza).

hetpszy s dnlorgs 10,1006/ helhyon 2023.£1 7013
Fecetved 17 Movember 2022; Recelved in revised form 29 May 2023, Accepted 4 June 3023

Avadlable online 5 June 2023
240G-H440,0 2023 The Authors.  Fublished by Elsewier Lid  This §s an open ocoess artde under the OO EY-NCND license

[htepe /fereatheesnmmons. orgHoenses, ty-ne-nd /4.0,

63



G Morches o al Hilipon @ (30290 < POF3

emotianal well-being, seriously compromising the individual's self-esteem, body image, interpersonal relationships, and physical
hemalth [2]. Several studies have shown the impact of different (lifesstyle-associated) conditions on sexeal fimction, such as obesity [31,
sedentarism [4], smoking [2] and chronic stress [5].

Exposure to stressors has become quite common in developsd and underdeveloped countries, increasing the risk of erectile
dysfumnction [6]. Although stress is stroagly linked to sexaal dysfunction, there are few studies directly correlating the =ffect of chronic
stress on sexual function, quality of life and food preference [7,8]). What is known is that a stressor gimulus hyperactivates the
hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis, inmreasing the drculation of ghecocorticoids (GCs) in the bloodstream. The slevation of
GCsincreases the excitation of newrcnal recepions for pleasarable activities, such as the ingestion of foods rich in simple carbohydrates,
drugs, and physical activities [2].

Regarding food intake, studies in animal models point to a direct relationship between chronic stress and appetite suppression
(hypophagia) [10], while in bumans it can increase or decrease food conmemption [11,12]. In fact, exponzre of rats to chronic stress
mindifi=s not only food intake but also the dietary pattern, particularly with respect to the intake of highly palatable foods (comfort
food), which are rich in simple carbohydrates and lipids [9,13].

Previous smadies carried out by our groap showed that both isolated macronutrients and chronic stress modified the strocture of
certain organs of the urogenital system. Campos-Silva and collaborators found that the rats ingesting bypercaloric diets, (sither the
mnther or the offspring) had decreased prostate secretary activity and spermatogenesis [14-16]. On the other hand, rats submitted to
chronic stress had harmful effects aon the morphology of the penis [17,18], spermatogenic cells [19] and kidneys [20]. However, the
effects of chronic stress an food preference and the impact of comfort focds on stressed rats” pendles morphology have oot yef been
imvestigated.

Thus, the objective of the present sgody is to investigate the effects of chronic stress, associated or not with comfort food, on the
morphology of the penis. Cher hypothess & that the stress stimuli can alter the sating pattern of Wistar rats and the access to comfort
food could imterfers with the effects oo the struscture of the penis caesed by stress.

2. Methods
21 Arimuols

Thirty-two male Wistar rats were used in this sady. All animals were bred in the Urmngenital Research Unit animial facilities and
were kept in a room with coatrolled temperature (22°C £ 1 °C)and antificial dark-light cycles (lights on from 7200 am. o 7200 pom.)
and had free access to standard rat chow and water. This project was farmally approved by the local ethics committes under protocol
number CEUA-04,/2019 and followed naticnal and international regulations on animal experimental use.

‘When animals completed ten weeks of age they were included in the experiment. Four experimental groups, each ane consisting of
right iz, were randomly assigned as follows: Controd group (Ck Stressed group (5) Ceatrol 4 comfort food groap (C + CF); and
Stressed 4 comfort food group (5 4 CF). Fig. 1 illusirates the experimental design

Animials in groups C and § received only standard rat chow (Muevilab CR-1, Quimtia, Colombo, Brazil) while groups C 4 CF and 5 4
CF received Froat Loops (Kellogg Brazil, S50 Paalo, Brazil) in addition to the standard rat chow. Froot leops was used as comfort food
due boits mutritional components which are listed in Table 1. The food intake was measured per cage (with 2 ar 3 rats of the same group
in each cage). For all groups the standard chow present in each cage was weighted daily and completed for 50 g per animal. For groups
C 4 CF and 8 4 CF, in addition to the standard chow, 30 g of Froot Loops per mt were offered, and its consmmption was also weighted
daily. Food consumption (in grams and Kilocalories per body mass) as well a5 food preference (in pereentage of consumption in grams;
for groups C 4+ CF and § 4 CF) was calculated and compared among groups. Capillary Blood glucoss was measured (afber a 1 2-h fast) at
the beginning (10 weeks of age) and at the end of the experiment {18 weeks of age) with a portable glucose monitor (Accu-Chek,

Fobord | Lignalsari P!
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Fig: 1. Ohustratiwe image of the experimental design and group devisions. C Coneral groop; S: Soressed groap; G+ OF: Contral + eomfort food group;
5 + CF: Stressed + comfon food group. : Embanasio and dssue analysis *: Groups 5 and S + CF during the stress induction probocol were deprived

of water and food. Growps G and G+ CF were also deprived of water and foed i the same period. All groups started the experiment when they
reached ten weeks of age
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Table 1
Experimental diet composithon.
Srlan] cher (Murilab CR-1) Conmaifiart Frxeed (ot Loopa)
Energy (Keal /100x) a3 76
Carbchpilrmte (g 100g) 550 &5
Protein [x/100g) o3 1 LT
Tertal Pat {1 i) an 1)
Dhetary Fiber (p/100) 7.8 ET!
Dot provided by the mamifacnarers.

Roche, S50 Paula, Brazil).

Animals in groups S and § 4 CF were submitted to a chronic stress protocol by the immobilization method [18,21]). Each animal was
maintained in a rigid opagque plastic tube o restrain its movements, 2 h daily, during eight weeks, Tubes with different dameters and
lengths were adjusted weekly depending on the animal’s size. Meanwhile, the contral groups (C and C 4 CF) were kept under normal
conditions and mat submitted to any stress procedure, but dering the same period food was removed from stressed groops (2 h daily) to
avaid amy hias in food intake measurements. All animals were killed on the day after the last stress stimuli, when the animals were= 18
weeks ald.

2.3, Sample collection and analyzes

After eight weeks of experiments, the animals were weighted and submitted to enthanasia by isoffurane (Bofluorana, BioChimico,
[tatiaia, Brazil) inhalation in an induction chamber [2Z], The penises were collected and their skin-denuded middle shafts were fixed in
a 4% buffersd formaldehyde solution. Samples were routinely processed for paraffin embedding and 5 pm-thick sections were nsed for
histomorphometric evalaations [18].

The cross-sectional penile area, the area of CC (incloding its tunica albuginea), and the area of CC withouwt the funica albuginea
were evaluated in Sirins red stained sections. For this purpose, images were captured under 30 = magnification by a digital camera
[Axiocam 506 color, Carl Zeiss, Jena, Germany) coupled to a gersomicroscope (Discowery V&, Carl Zeis). Thess areas were measured
with the “Palygons™ toal of the Image J software (version 1.45s, Mational Instittes of Health, Esthesda, USA), and sxpressed in mm®.
Thee area of the tunica albuginea was calculated as the difference of CC area with and without its tandca albueginea [27,24].

The surface density (8v) of corpus cavernosum connective tissee, sinusoidal space, and smooth muscle fibers was evaluated in
Masson's trichrome sained sections. These ssctions were captured under 400= magnification by a digital camera (DPF0, Olympus,
Tokyo, Japan) coupled to a microscope (BXS1, Clympues). The Sv was calculated (for sach stmacture) by the paint counting methnd
[25]). Briefly, a D{paint grid was superimposed over the images nsing the Image J software, and each structare “touched” by a point
was counded. The result, expressed as a percentage, was calculated after messuring 25 images from different randomly caphured fields
for each animal [Z3,25].

2.4, Stonstcal aealyses

All data was tested for mormal distribution by the Enlmogorov-Smimaow test. Comparisons among all groups were performed by
ooe-way ANOYA and Tukey's post-test. Food preference was analyzed by Student-t-test. Statistically significant differences were
considered at p < 0.05 All resulls were presented a5 mean £ standard deviation, All statistical analyses were performed using
GraphPad Prism version B0 (Graph®ad Software, San Diego, LISA]L

3. Resmlis

3.1, Biomerric and dietary analse

Body mass and capillary bleod glocoss were similar amang all groups at the beginning and at the end of the study. The food intake
of 5 4 CF was 14.2% lower than group C, 14.4% lower than group 5, and 10.2% lower than group C 4 CF. Despite this lower food
consumption, when energy intake was stodied, it was found that group 5 4 CF had similar values to groups C and 5. Group © 4 CF
[which was not submitted to stress but had acoess to comfort food) showed a higher energy intake in comparison to groap C (12.5%
higher) and group § + CF (8.0% higher).

For both groups that had access o comfort food (C 4 CF and 8§ 4 (F), Froot Loops was preferred over standard chow. Animals in
graup C 4 CF consumed 81% more of the comfort food than standard chow, while in group § 4 CF, Froot Loops was consumed 142%
miore than standard chow. When comparing these results, a statistical difference of food preference was observed, with stressed an-
imals consuming more comfon food than non-sgtressed animals.

3.2 Pendle cross-sechion mrees
Regarding the penile cross-sectional area, it was found that group C 4 CF had an B.1% increase in comparison to group §. Also,

3
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group C 4+ CF had a 7.5% increase of the corpus cavernosum area (with tunica albuginea) in comparison to group S. Meanwhile, group
S 4+ CF showed a 15.5% reduction of the carpus cavernosum area (without tunica albuginea), in comparison to group C. No statistical
difference was observed regarding the tunica albuginea area. Fig, 2 [A - Glilustrates these findings.

3.3. Cavernosal tissue analyses

The cavernosal smooth muscle surface density was reduced by 39.2% in group S in comparison to group C. A mare drastic reduction
was noted in group S + CF, with 45.7% and 35.5% lower values when compared to groups C and C 4 CF, respectively. The connective
tissue surface density was augmented by 13.6% in group S in comparison to group C, and by 9.2%, in comparison to group C + CF.
Group S 4+ CF showed 11.6% higher values of this parameter in comparison to group C. The sinusoidal space surface density of group §
showed a 27.3% reduction in comparisan to group C. ¥ig. 3 [A - G] fllustrates these findings. All numerical data are presented in
Table 2. Table 3 presents the initial and final body mass of the animals,

a5 :-A Y

F
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@ 2] :»:;:
e c s CoCF  S4CF G < 8 Cer s @’ [ 8 CF e
Fig. 2. Photomicrographs and graphics representing the penile cross-sectional aress. Cross sectional images of pents from Control group (A),
Stressed group (E), Control + comfort food group (C), and Stressed + comfort food group (D). Sections were statned by Sirdus red and captired

under 20 » magnification. The graphics below presents the resuls of cross-sectional pentle area (E), corpus caverncsum area with tunica albuginea
(¥), and corpus cavernosum area without tunica albugines (G
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4. Discussion

The results of the present study showed that highly palatable foods were preferentially consumed in both groups which had access
ta it. Nevertheless, the S 4 CF group had a higher preference for comfort foods than the C 4 CF group. This supports the hypothesis that
stress stimuli can alter the eating pattern of rats, with sressed animals preferring comfort foods more than non-stressed animals. Some
previous studies support these findings and suggest that gress conditions can lead to two profiles: the anxiogenic and the anorexigenic
[9,26]. Although behavioral tests were not used in the present study, it was possible to observe that group § + CF had lower food
consumption than group C + CF (both in grams and in kcal kg of body mass). Thus, it is possible to gate that in the current study
stressed animals reduced food consumption while preferring comfort foods. It has been shown that exposure to highly palatable foods
reduces anxiety-celated behaviors in rodents, regardless of the stressor stimudus [27-29], It is likely that the consumption of comfort
foods may be an unconscious strategy used by animals to alleviate or ameliorate a provoked stress [30].

Regarding the histomorphometric parameters of the penis, group § + CF had a decrease in the area of the corpora cavernosa
without tunica albuginea (when compared to C). A similar fact occurred in a sudy by Ribeiro et al. (2019) where a reduction of this
parameter in the penis of stressed rats was found [17]. Interestingly, the control animals with access to comfort foods had augmented
areas of the penis and of the corpora cavernosa with tunica albuginea. It is possible to suppose that in these animals the (non~
statistically significant) rise in body mass could have led to these raised penile areas.

When the cavernosal tissue was analyzed, it was found that stress caused a marked reduction in smooth muscle coatent, with amore
drastic reduction in stressed animals with access to comfort food. Meanwhile, connective tissue was augmented by stress. Penile

4
-G

Fig. 3. Photomicrographs and graphics representing the Surface densities of corpus cavernosum stroctures. Images from the corpus cavernosum of
Control group {A), Stressed group (B), Control + comfort food group (C), and Stressed + comfort food group (D). Sections were stalned by Masson's
trichrome and captired under 400 x magnification. The graphics below presents the results of smooth muscle surface density (E), connective tissue
surface density (F), and sinuscidal space surface density (G).
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Table 2

Blometric data and penile morphometric analysis of experimental groups.

c s C+CF 5+ CF povadan
Blood gliacoe - kit (g /dL) £9.25 £ 9190 &3+ 1821 95.58 + 14.60 §9.20 = 1188 05701
Hlood gl - firal (ogg/dl) 8210 £7.95 0613+ 1987 102.90 + 1530 788 £ 11.22 0078
Food katake (£) B77 £ 169 2781+ 195 2651 + 204 2381 + 167 Wil C.0004
Food ktake (keal/ly BM) 024+ 001 024 + 0.02 0.27 + 0.03 025+ 008 W Q0098
Food peefrence (%) - = SC c§ s ¥ Q0110
3557+ 282 6443+ 282 2020:530% 080+ s5mM

Cremvanctionsd pesile srest (nun) 753+ 126 708+ 062 760+ 075 M 7.29+ 079 Q0183
CC servst with TA (rume®) 522+ 082  481+039 517+ 0.5 ™ 493+ 0.48 0.0084
CC seren witherst TA (men®) 297 £ 065 270 + 0S5 278+ 0.&2 251 + 034 W 00064
Tutsheon allnggitses s (fnan) 236+ 02 217 +05] 236+ 0.8% 242+ 030 0L
Sv [mnoots unsle] (%) 814+ 148 495+ 220W 6854 1L&8 442+ 12410 Q0004
Sy [comtiretive tawan] (W) $643+540 7547+ 285" g0 ago™ 7418 £ 1.2 ™ 0.0001
Sy [dnumcidal seoce) (W) 2144516 1558+ 178 100 : 46 16,67 + 2.1 a0

C: Control group; S: Stressed group; C + CF: Control + comfort food group; S + CF: Stressed + comfort food group; O Corpus cavernosum; TA:
Albegines tunic. BM: Body mass. SC: Standard chow. (F: Comfort food. Data expressed as mean = standard deviation. Data were considered different
when p < 0.05. [a): Indicates statistical difference with group C; [b): indicates statistical difference with group S; [c): Indicates stacistical difference
with group C + CF.

Table 3
Body mass of animals at the beginning and ot the end of the study.
Initisd Body ues () Finad Body uss (£)
c 319.1 = 5785 88,1 + 70.485
H 348.0 = 2953 3786 + 43.53
C+ & 3730 =+ 4124 47+ 3898
S+ CF 3134 = 24.90 364.9 £ 31.75

C: Control group; S: Stressed group; €+ (& Control + comfort food group; S + CF: Stressed + comfort

food group. Initlal (beginning of the experiment - 10 weeks) and final (end of the experiment - 18
weeks) body mass values. Data expressed as mean + standard deviation.

erection occurs via smooth muscle relaxation, arterial dilation, and venous occlusion [21]. Therefore, any modification in one of thes:
structures will trigger erectile dysfunction. Stress stimuli affects penile architecture, leading to greater deposition of connective tisue
and lower concentration of smooth muscle in the simzsoidal space [18], in addition to decreasing endothelial nitric oxide synthesis in
the corpus cavernosum of the penis [12]. Here, we realize that diets rich in simple carbohydrates (comfort food) follow the same line
and can be considered a risk factor for the development of erectile dysfunction.

Chronic stress is associated with erectile dysfunction, and the loss of erectile tissue can decrease the functional capacity of the penis
[18]. However, the deleterious effects of this condition on penile structures, espedally the corpora cavernosa, are still poarly un-
derstood. Some conditions associated with erectile dysfunction, such as cardiovascular disease, smoking and alcobol, are positively
related to a reduction in testosterone levels [25]. This hormone has a unique importance in erectile function and in the modulation of
penile architecture [32], and its production may be compromised by the imbalance in the hypothalamic-pituitary-adrenal axis
generated by stress [24]. Previous studies have shown that testosterone levels are reduced as a result of chronic stress [19], thus, a
hypathesis that should be further investigated is that the suppressed production of testosterone in stressed animals may trigger these
structural changes found in the penis.

According to Cunha et al. (2020), comfort foods seem to decrease the concentration of serum corticosterone, and thus, attenuate the
responses to the stressor stimulus. However, in the present study the association with the comfort food diet did not attenuate the effects
on the structure of the penis caused by stress. On the contrary, in some parameters, stressed animals with access to comfort foods
showed worse results than group S, The mechanism is not yet fully elucidated: however, it represents an imminent risk for triggering
binge eating, and consequently obesity and associated metabolic disorders [26].

This work has lmmitations. As it was performed in animals, transposing the results to humans becomes a great challenge.
Furthermore, the stress induction method was also considered a limitation, since the animals were immobilized at the same time of
day, under the same stress conditions and at the same time, differently to what commonly occurs in stressed humans. Even so, thes:
results help to understand some aspects of the biclogy of stress, its effects on penile structure, and its relation to food preference.

5. Conclusion
Chronic stress caused important structural damage to the penis which may be related to erectile dysfunction. Comfort foods are

preferable for both groups with access to it, but stressed animals tended to consume even more of this type of diet. The consumption of
comfort food aggravated penile damage caused by chranic stress and should be avoided during stressful situations.
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ABSTRACT
Objectives: To ate the effects of chronic stress on bladder morphology and the Impact of  Received 24 April 2033
kﬂdpﬁﬁmrm.ﬁad

or comfort foods) on the bladder of stressed ats Accapted 33 Jeptemibar 2023
Metheds: In totzl 32 Wistar male rats Emonths old) were divided Inbo four groups: comtrol (2, gevwomps
stressed (5}, condrol +comfort food (C+CF), and stressed+comfort food (5+CF). Groups C and C+CF  Bladder, cheonic stress: comort
were maintained under nommal conditlons, while 5 and S+CF were o chronkc  food; epithadial haight;

stress by the restraint method. Groups © and 5 standard rat chow, whille groups C+CF and
5+CF recelved comfort food (Froot Loops®) and standard chow. The stress stimull were Induced
daily for 2h over Bwesks. After Bwesks, all animals were killed, and the bladdars were removed and
usad for histomomphometric analysis.

Results: Body mass was simllar among the groups. Stress did not promote differences regarding
food Intake, but animals recetving comfort food showed higher lones intzke (n kcal®g) than
animals receiving only standard chow. The C+CF and 5+CF groups prefemed comfort food over the
standand chow; this preference was higher In the 5+CF than In the C+CF group. The surface
density of smooth muscle was reduced In strassed amimals, while connective tissue and elastic
system fiber content were Increased In stressed groups Further, epithelial haight was inoreased in
r2ts submitted to chronic stress. The surface density of elastic system fibers was deceased by the
consumption of comfort food.

Conduskons: Chronic strass Induces monphologlcal modifiations on the bladder wall and epithelium.
These modifications may be related to lower urinary tract symptoms. Additionally, chinonic stress
caused a higher preference for comfort food intzke which did not ameliote or aggravate the
stress-induced bladder alterations.

morphometry; surface density

Introduction

Chronic stress is asscdated with functional and mophological
afterations in different organs and systemns (Marchon et al, 2018;
Ribein et al, 2018, 201%; Tyman &t al, 2010). Among these ongans,
ouwr research group hes demonsirated that several urogenial
organs exhibit deletenows momphological modifications promeoted
by chronic stress. The kidneys of stressed rats have fewer neph-
rons than those of non-stressed animaks (Benchimol de Souza
et a, 2011; Marchon et al, 201EL In the testicle chronic stress
induces modifications in seminifencus tubules, negativaly Impact-
ing spermatozoid quality (Ribeiro =t al, 2018) The penis is also
affected by chronic stress, with fibrotic fissue substiuting the nor-
mal cavernosal smooth musde content necessary for penile erec-
tion (de Souza et al, 2012; Ribeino et al, 2019)

Current evidence indicates that chronic stress results in
urinary symptoms, such as urinary frequency, urgency, incon-
tinence, and pelic pain (Chang et al, 2009). Several mecha-
nisms hawve been proposed for stress-associated bower urinary
tract dysfunmction, induding neuwronal (both central and
peripheric], inflammatory, and local mechanisms (Chang et al,
2009 Mann et al, 20151 Among the local effects of chronic
stress, the impact on bladder morphology has not been
extensively investigated. As morphology and function are
directly assocated, studying the different components of the
bladder in stressed individuals can provide morphological evi-
dence of clinically observed functional changes. For this pur-
pose, morphometric methods are quite suitable, as they
provide objective and numerical information about the struc-
fural components of the bladder.

WMIITBng:EDehmadcguhﬁﬂhhdegmlzm@Umgﬁﬂ Reseanch Uni, State University of Rio de Janein, &« 28 de Setembro, 27, Bio de

Jlanedro, B, Brazl.

S

ﬂlﬁj Mausthonis), Fublihed by ieforma UK Umited, teding as Tavo
Thit & 3n Dpen Ao artids detribubad under e fems of
umresiniciad noncommensl v, dsTibotion, and
tha posting of the Accepied Manusoript in 2 mposiory by tha sufon) or with

5 G

data for this artide @n be accessed online at hfgr-.:dﬂ.:rghmmmﬂmmusm.
E

Craadve Commons An'rmuunmmm:l Liconm (hitps'creafwcommonong/licemesTy-nod 00, which pormits
ion In any nuilm.gl:llhi het origingl ‘work s propardy cited. Tha terms on which this arice has besn publishad allow
T consant.

72



2 IE] R G MARTHOMET AL

Basides local morphological alterations, it has been
observed that chronic stress also affects nommal alimentary
behavior (Yau & Potenza, 2013} With the increase in gluco-
corticodd in the bloodstream after stress stimuli, the s=arch
for pleasurable activities (such as swgar and fat ingestion or
drugs) increases (Dallman et al, 2003). Some studies suggest
that consuming comfort foods during stress periods may
attenuate endocrine imbalance and anety-like symptoms
(Ortolani et al, 2011; Yau & Potenza, 2013

Thus, this study aimed to investigate structural changes in
the bladder of chronically stressed rats. Further, we studied
the food preferemce (standard or comfort foods) and its
effects on the bladder morphology of chronically stressed
rats. The current study hypothesized that (I chronic stress
would aler bladder wall and epithelium morphology; ()
stressed animals would prefer comfort food over standard
food; and (il comfort food intake would prevent stress-induced
bladder morphological alterations.

Materials and methods

Thirty-two male Wistar rats were used in this stedy. All ani-
mals were bred in the Urogenital Research Unit animal facili-
ties, kept in 2 room with a controlled temperature (22%C+1°C)
and artificial dark-light cyces (lights on from 700 am to
700 pm), and had free access to standard rat chow and water.
Animals wera housed with 3 or 4 animals per cage (=340om?®
per animal). This study was approved by our local sthics com-

mittee  (protocol number CEUA-004/201%) and  followead
national and international regulations on  esperimental
animal use.

When the animals reached 10weeks of age they were
inclueded in the experiment. The exparimental design was the
same 35 described by Marchon et al. (2023) Four experimen-
tal groups, each consisting of eight rats, were randomly
assigned as follows: control growp (C; stressed growp (5); con-
trol + comfiart focd group (C+ COFF; and stressed + comfort food
group (5+CF).

Groups C and 5 received only standard rat chow (Muwvilab:
CR-1, Quimtia, Colomibo, Brazili, while groups C+CF and
5+CF received Froot Loops (Kellopg Brazil, 550 Paulo, Brazil)
in addition to the stamdard rat chow. Froot Loops was used
as oomfort food because it is mainly composed of simple -
bohydrates, as well as being very attractive and easy to gnaw.
It= musritional charactenstics are listed in supplementary Table 1.
For all groups, the standard chow present in each cage was
weighed daily and replenizshed to 50g per animal. In addition
to the standard chow, groups C+CF and 5+ CF received 309
of Froot Loops per rat, and its consumption was also weighed
daily. Food intake {measwred as grams) calones intake (mea-
sured as Kilocalories per body mass) and food preference
{(percentage of consumption in grams; for groups C+CF and
5+CF) were caloulated and compared among the groups.
Capillary blood glucose was measured, wsing an appropriate
glucometer (Accucheck performa, Roche, 550 Paulo, Brazil), at
the beginning and at the end of the study. To do this, the
animals underwent an eight-hour fasting and the caudal vein
was punctured to collect blood samples.

Anmimals in groups 5 and 5+ CF were submitted to a
chronic stress protocol wsing the restriction of movements
method (Benchimol de Souza et al, 2011; de Souza et al,
2012). Each animal was placed in a ngid opagque plastic tube
to restrain its movements, 2h daily from 1700 to 19:00), for
gwesks. Tubes with different diameters and lengths were
adjusted weekly depending on the animals size. On the other
hand, the control groups (C and C+ COF) were kept under nor-
mal conditions and not subjected to any stress procedure;
nevertheless, food was removed during the same period as
the stressed groups (2h daily) ©o awoid any bizs in food intake
ITIESSUTSTIENTS.

After eight wesks of experiments, the animals were
weighed and euthanized by isoflurane  (koflucm@no,
BioChimico, ltatiaia, Brazil) inhalation in an induction chamber
(Procopio et al, 2021). The bladder was dissacted, and its
middle portion was fixed by immersion in 3 4% buffered
formaldehyde solution. The bladder fundus and neck portion
were avoided since the musche fibers in thess portions have
different characteristics and dispositions. Subsequently, sam-
ples were routinely processed for paraffin embedding, and
Spm thick sections were used for histomorphometric evalua-
tions (Fibeiro et al, 2014

The surface density (5¢ of bladder wall components
(smooth muscle, connective tissuee, and elastic system fibers)
was evaluated using images captured under 600x or 1000x
magnification by a digital camera (DP70, Olympus, Tokyo,
Japan) coupled to a2 microscope (BXS1, Olympus). Masson's
trichrome stained sections were analyzed for smooth muscle
and connective tissue surface densities, while Weigert's resor-
cin fuchsin stained sections were used to analyze the surface
density of elastic system fibers. The surface density was cal-
culated (for each structure) by the point counting method
(Baddeley et al, 1985, Felic-Patricio et al, 2015). Brisfly, a
100-point grid was superimposed over the images using the
Image | software [version 1.45s, Mational Institutes of Health,
Bethesda, USA), and each structure “towched” by a point was
counted. The result, expressed as a percentage, was cakou-
lated after measuring 25 images from different randomly cap-
tured fields for each animal, for each Sv analysis (Da Silva
et al, 2020; Felix-Patricio et al, 2015). Results are expressed as
a percentage, caloulated by the number of points that super-
impose each bladder component (Baddeley =t al, 1386;
Ribeiro et al, 2014L

The epithelial height was measured at a final magnifica-
tiom of X600 of Masson's trichrome-stained sections. The
“straight ling” tool of Imagel software was used for this pur-
pose after the program was calibrated for absolute values.
Epithelial height, expressed in pm, was measured in different
locations per field, resulting in 50 measwres per animal
(Ribeiro et al., 2014). The mean of these values was consid-
ered the epithelial height of the animal.

All data were tested for normal distribution using the
Kolmogorov-Smimov test. A two-way ANOVA was per
formed to analyze the effect of Stress and Comfort food on
the morphological bladder parameters. Tukey's multiple
comparisons test was wsed for determining between-groups
differences. The Stedent’s t-test was uwsed to analyze food
preference. A p <0.05 was considered statistically significani.
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Additionally, all results are presented as mean+ standard
deviation. All statistical analyses were performed using
GraphPad Prism wersion 8.0 (GraphPad Software, 5an
Diaga, USAL

Results

The body mass and capillary blood glucose levels were simi-
lar among all groups at the beginning and the end of the
study. Two-way ANOVA revealed that there was no statist-
cally significant effect of stress, comfort food or the interac-
tion for these parameters. Chronic stress did not have a
statistically significant effect on food intake (p=00515) or on
calories intake (p=0.1819). However, simple main effects anal-
ysis showed that comfort food did have a statistically signifi-
cant effect on food intake cakculated in grams (p=0.0004) or
in kcal'kg of body mass (p=00495). Animals with access to
comfort food consumed 25,169+ 191, less than groups with-
out access to comfort food, which consumed 27.79g20u03.
Post-hoc test showed differences between groups 5 vs. 5+ CF
(p=0.0009), and C+CF vs. 5+ CF (p=0.0324). Meanwhile, the
calories intake, caloulated in kcalikg of body mass, was higher
in animals with access to comfort foods (0.26kcalkg + 002)
than those without access (D24kcalkg + 001L Also, there
was a statistically significant interaction between the effects
of stress and comfort food on food intake, calculated in
grams (p= 00443,

For both groups that had access to comfort food (C+CF
and 5+CF), Froot Loops were preferred over standard chow
Animals in group C+CF the food intake was 63.4% of com-
fort food, and 365% of standard chow. However in group
5+ CF the preference for Froot Loops was even higher; food
intake was 69.1% of comfort food, and 30.9% of standard
chow. When comparing these results, it was observed that
stressed amimals consumed more comfort food than
non-strassed animals.

Effects of stress on wesical wall

Regarding the wesical wall morphometry, it was observed that
chronic stress induced some modifications. Simple main
effects analysis showed that stress did have a statistically sig-
nificant effect on smooth muscle surface density (p=>0.0005),
connective tissue surface density (p=0.0005), elastic systemn
fiber swrface density (p=00013), and epithelial height
(p<0.00011

Smooth musde surface density was reduced from 36.39%
+ 169 in non-stressed animals to 33.24% + 1.00 in stressed
animals. Post-hoc test showed difference betwean group C vs
5 (p=0u0007). Meanwhile, connective tissue was increasad in
stressed groups (6676% + 1.00) in comparison to control
groups (63.21% + 169 as represented in Figure 1. Again,
post-hoc test showed difference between group C vs. 5
(p=0.00071

The elastic system fiber surface density was also increased,
from 299% + 0.70 in control groups to 3.71% £ 089 in
stressed groups, as shown in Figure 2. Post-hoc test showed
difference between group C vs. 5 (p=00271). The epithelial

STRESS [my 2

height was also increased by chronic stress. Control animals
showed a3 mean of 19.58pm + 003 while stressed amimals
had 26.10pm + 009 of epithelial height. Figure 3 illustrates
these findings. Post-hoc test showed differences between
groups C vs. 5 (p=0u0138), and C+CF vs. 5+CF (p=0.01232).
All nemerical data are presented in Table 1.

Effects of comfort food on vesical wall

The effects of comfort food on bladder morphology were less
drastic. Simple main effects analysis showed that comfort
food did have a statistically significant effect on elastic sys-
tem fiber surface density (p<0.0001). For this parameter, a
decrease from 3.52% + 0.50 in animals receiving only stan-
dard chow to 2.79% + 041 in animals with access to comfort
food was observed. Post-hoc test showed differences between
groups C vs. C+CF (p=000078), and 5 ws. 5+CF (p=0006).

Meanwhile, comfort food did not have a statistically signif-
icant effect on smooth muscle surface density (p=0.55], con-
nective tissue surface density (p=0.55), and epithelial height
p=095).

Interaction effects between comfort food and stress on
vesical wall

The two-way ANOVA revealed that there was a statistically
significant interaction between the effects of stress and com-
fort food on smooth muscle surface density (p=0.024), and
connective tisswe surface density (p=0024).

The interaction effects between the effects of stress and
comfort food were not statistically significant for elastic sys-
tem fiber surface density (p=050), and epithelial height
p=097)

Discussion

The current study showed that chronic stress promotes struc-
tural modifications in the bladder, altered the food preference
and investigated the effects of this dietary modifications on
the bladder morphology of stressed rats. The bladder of
stressed animals had an increase of connective tissue, elastic
systern fibers, and epithelial height, while detrusor musculz-
fture was decreased. Although both non-stressed and stressed
animals preferred to consume comfort food over standard
chiow, this preference was more notable in chronically stressed
animals. The consumption of comfort food was assodated to
a reduction in bladder elastic system fibers.

It is well known that chronic stress leads to functional and
morpholegical alterations of the urogenital organs (Marchon
et al, 2018; Fibeiro et al, 2018, 20159). There is mbust evi-
dence showing that psychological stress negatively influences
bladder function (Chess-Williams et al, 2021). However, the
relationship between chronic stress and bladder morphology
has not bean fully studied. Chang et al. (2009) demonstrated
that the bladders of stressed mice suffer a remodeling pro-
cess with increased organ proportional mass. Further, Mann
et al. (2015) confirmed this bladder mass increase in stressed

74



4 (@) RGMARCHONETAL.

*
65+
s 6o
& 601
55 4 I- ]
50 T
(E) c S C+CF S+CF

Figura 1. s and

®zo c s

v the connective tissue {shown in bloe and pointed by arowheads) and smooth musde comtents (shown in

Smooth muscle surface density
Sy
354 w rp:!p
& 304 o

C+CF S+CF

FRphics rep
MmdpotwedbymmnnNb%ﬂdﬁmwﬂ)%dm&)hu&dmp@(aﬂd#mﬁnwgnq:lDJShesud*mmbﬂ

food group. Sections were stained using ﬁmsuﬂmrﬂamdummxmgiﬁnmn\ehlghﬂ
Indicates thsue fibrogs. (E) Comnective tssue surface dersity, (F) smooth musde surface desalty. Asterisks

stressed 2nd control animals. Scale bar represents 75 pm.

mice, also showing that stress promoted the thickening of
the bladder wall. The present study is the first to examine the
proportional contents of the bladder wall after an animal
model of chronic stress.

One of the most noticeable findings in the current study
was the increase of connective tissue and decreass of smooth
muscle fibers in stressed animals, what indicates bladder
fibrosis as a consequence of stress stimuli. Bladder fibrosis is

of connective tissue [blee stained aeexs)
represents mualdfamcu (p=0.0005) between

a feature of bladder wall morphology that accompanies
many benign lower urinary tract conditions (Fry et al, 2018).
The release of inflammatory factors is considered one of the
initial disruptors that initiate increased collagen production.
In this regard, there is evidence of increased inflammatory
responses to stress systemically (Cheng et al, 2015) and
locally on the bladder (Merrill et al., 2013). This increased
release of inflammatory mediators due to stress has also
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been linked to changes in bladder function, with increased
micturition frequency (Merrill et al, 2013; Pierce et al, 2016).

Another interesting finding of the present study was the
elevated proportional content of elastic system fibers in

(Nagatomi et al, 2004; Ribeiro et al, 2014). The increase in
extracellular matrix components, including elastic system

detrusor muscle relaxation, thereby diminishing compliance.
Thus, the significant increase in elastic system fibers observed
ndusstudynnyexphmﬂlena’easedu’myfmqumand
observed in stressed animals and patients
Chess—“metal,zon Marrill et al, 2013).
The increase in connective tissue (including collagen and
elastic system fibers) deposited in the bladder wall may lead
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to a stiffer bladder wall resulting in reduced filling compli-
ance (Fry et al, 2018). As in other conditions (Metcalfe et al,
2010), it is possible to believe that bladder fibrosis begins
with an inflammatory process after stress stimuli and ends in
voiding symptoms.

The increased thickness of bladder epithelium may, at
least partially, explain the previous findings of increassd
bladder wall thickness in stressed animals (Mann et al., 2015).
Proliferative factors were reported to be over-expressed in

the bladder of stressed animals, and this could locally induce
epithelial growth in response to stress stimuli (de Rijk et al,
2022; Merrill et al, 2013). These results confirm the hypothe-
sis that chronic stress would alter bladder wall and epithe-
lium morphology.

As expected, animals with access to comfort foods pre-
ferred it over standard chow. Nonetheless, it was interesting
that stressed animals showed a higher preference to consume
comfort foods. As previously mentioned, high palatability and
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Tabla 1. Blometric data and bladder mophometric aralysk of the expermental grougs.
C 5 C+F 5+F pale®  powalue™
Blood ghecoes - Inftial (mgidL) F9.25+9.19 583132 9538+ 1489 B9.39:41188 arez ara
Blood ghecoese - final (mgddl) B919+7 55 13+ 1367 FIT1£1341 90574858 T 05520
Body mass - Inkttal (g) TR £ETES 4B 0+ 7953 I7I0+41.34 3442450 [z ] 05058
Body mass — final |g) IR0 TOAS ITE.A0+4353 EEN0LTNAS 3645043429 AR 05443
Food intaks |g) TITE1 69 ITE£1.95 65T+ 104 23A1+1 67 Q0SS D004
Food intake: (kb BM) 024001 034+ 027+ 00 [L25 0003 AEE] 0455
Food peeference (g) - - 5L CF SC CF pwalug’ o valua"
AAE055  MEFIE1S]  TIGLNES  GASEIES 00000 <0001
Sw [smiooth muscle] (%) ITEBETOE I253+214 I5015+3.30 31654100 [0 oEs07
S frommertive: tissue] (5] 62424705 T ATEZ14 514+ .05+ 1 07 00S Q5507
Sy felastic system fibers] () 350069 434+075 250057 308+ 0l anx3  <nbol
Epthelial height (pmi 195543 58 .04+ 4B 1900+ 137 26174459 <000 :ETET]

C: Control group; 5 Stremed geowp; C+(0F: Control +comfort food growp; 5+ CF: Stressed+ comfort food groups BM: Body mas. 3 Standaed chow. CF- Comiort
h&i;'f'duenfm:zﬁm.“pmﬂimd efizcts 'p vabkoe of t fest regarding food preference of C+(F group. "p vakes of t fest regarding food prefer-
L] cEvl‘am

5+F groop. Dots sxpressed 2z mean: standaed

high caloric food intake increase during stressful situations
(Dallman et al, 2003). This study's results corroborate these
arguments and confirm the hypothesis that stressed animals
would prefer comfort food intake rather than standard chowe
Anather hypothesis raised was that comfort food intake
would ameliorate stress-induced bladder morphological alter-
ations. This hypothesis was based on previous studies which
had shown that the elevated serum corticosterone after
induced stress is attenuated when rats had access to comfort
food (Ortolani et al, 2011). Corticosterone could be impli-
cated in physiclogical and morphological modifications asso-
cigted with stress; hence, it was reasonable to raise the
mentioned hypothesis. In this study, we found that access to
comfort food only prevented stress-induced modification in
the proportion of elastic system fibers. Spedfically, this
parameter was found to be lower in group C+CF compared
to growp C. This suggests that comfort food intake may spe-
cifically reduce the proportion of elastic system fibers regard-
less of stress stimuli. For smooth muscle and connective
tissue surface densities, the results of groups C+CF and 5+ CF
were similar, denoting that when using comfort foods, there
were no siress-induced bladder alterations. However, for these
parameters, the results of groups 5 and 5+CF were also sta-
tistically similar, dearly indicating that no protective effect
was achieved by comfort food intake. Overall, these results
show that access to comfort food does not ameliorate (or
waorsen) stress-induced bladder morphological alterations.
There is increasing evidence that chronic stress can result in
the development of lower urinary tract symptoms such as -
nary frequency, urgency, incontinence, and pelvic pain.
Chess-Williams et &l (2021) mised important questions regard-
ing the treatment of urinary symptoms induced by chironic
stress.  Anxiolytics and other psychiatric drugs  reduce
stress-induced behavioral chamges with minimal effects on
voiding symptoms (Chess-Williams et al, 2021). On the other
hand, traditional dregs used for detrusor overactivity (ouybu-
tynin and mirabegron) ameliorasted urinary symptoms without
affecting behavior. As chronic stress induces morphological
alterations of the bladder wall, the treatment goal should be
restoring nommal bladder wall morphology, which may not be
achieved wsing any of the drugs mentioned. Studying other
urcgenital organs (penis, testes, and kidneys) has shown that
stress stimuli removal promotes either the recovery of the

stress-induced monphological modifications or the intermaption
of disease progression (Marchon et al, 2018; HRibeiro et al,
2018, 2019). These results, in some way, comoborate the posi-
tive results obtained with mindfulness, hypnosis, and yoga for
freating stress-related urinary symptoms (Chess-Williams et al.,
2021). Future studies investigating the effects of stress-stimudi
removal on bladder morphological modifications are warranted
o elucidate this topic further.

This study has some limitations. Froot loops was chosen & a
comfiort food becuse it is mainly composed of simple carbohy-
drates, but other types of comfort foods (hagh fat andfor high
sucrose foods) could be used as well This does not isolate the
individual effect of simple carbohydrates or lipids but reflects the
usual comfiort food corsumed. As an expenmental study, the
results cbiined reflect only the tested conditions and may not
be drectly transposed to other conditions (types of stressors,
species, diets, etc) that are different from the expenments con-
ducted. Additionally, animals from control growps were not han-
dled daily (zs animals from stressed groups wers], thus the effects
obsarved could be not only due to the tube restrint stress but
dso due to the daily handling of the animals which was neces-
sary to perfiorm the study. One other aspect that should be con-
sidered & that we usad only male rats in this study. The mfluences
of chironic stress on the female bladder may be different than
whiat was observed in males, and the differencas in how comfort
fioods impact female food behaviors should aso be considered.
Mevertheless, the results of the presant study help to understand
some aspects of the biology of stress, its effects on bladder mor-
phology, and its relation to lower urinary fract symptoms.

Conclusion

Chiromic stress resulted in morphological alterations in the
bladder wall and epithelium_ which may be related to lower
urinary tract symptoms. Stressed animals showed an increased
preference for consuming comfort foods; however, this feed-
ing pattern did not ameliorate or worsen the bladder alter-
ations caused by chronic stress.
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