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RESUMO

As mitocdndrias estdo presentes em quase todas as células eucariontes, e nelas sado
produzidas a maior parte da energia celular. Defeitos no funcionamento mitocondrial
podem repercutir gravemente na producdo de energia e comprometer o
funcionamento do organismo. Um dos responsaveis por interferir no funcionamento
mitocondrial sdo os aditivos alimentares, 0s conservantes em particular, uma das
classes dos aditivos que sofrem transformac¢des quimicas pés ingestdo e geram
compostos que sdo potencialmente toéxicos. Neste trabalho, os embrides do zebrafish
foram expostos a concentracfes de 50 mM e 100 mM dos aditivos Nitrato de sédio, Nitrito de
sédio e Sulfito de sédio para avaliacdo de possiveis efeitos teratogénicos e de desbalancos
na bioenergética mitocondrial. Para os estudos de bioenergética mitocondrial, foram
analisados o consumo de oxigénio nos complexos respiratérios da cadeia
transportadora de elétrons através da permeabilizacdo dos embrides com digitonina.
A geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO’s) e biossintese do oxido nitrico
foram monitoradas utilizando H2DCF-DA (2,7 -Diclorofluoresceina) e DAF-FM-DA
(Diaminofluoresceina-FM diacetato) respectivamente. Como resultados, foi observado
gue o sulfito de sodio nas primeiras 24 h de exposicdo causou retardo no
desenvolvimento embrionario, e posteriormente também provocou aumento de 79%
na area cardiaca, diminuicdo de 65% na area ocular e aumento na area do
rombencéfalo 88% de aumento a 50mM e superior a 100% a 100 mM. O nitrato de
sédio ocasionou aumento superior a 100% na area cardiaca (50 mM e 100 mM). O
nitrito de sodio causou edema pericardio, aumento na area cardiaca e reducdo na
frequéncia cardiaca (32% a 50 mM, 51% a 100mM). Os trés aditivos testados
causaram efeitos adversos no consumo de oxigénio, pois provocaram diminuicdo do
controle respiratério (CR) quando utilizados substratos para os complexos | e Il. O
sulfito e o nitrato foram responsaveis por aumentar a producdo de ERO’s em 90% a
50 mM. O nitrito de sddio aumentou a biossintese do NO+ em mais de 100% (50 mM
e 10mM), ja o sulfito foi responsavel por diminuir a produgédo de NO-« (61% a 50mM e
87% a 100mM) nos embrides. Em sintese, € possivel afirmar que as mitocdndrias do
zebrafish sdo uma ferramenta Util para testes de teratogenicidade e toxicidade

alimentar.

Palavras-chave: Aditivos alimentares. Danio rerio. Teratogenicidade. Mitocéndria.



ABSTRACT

Mitochondria are present in almost all eukaryotic cells, and most of their cellular energy
is produced in them. Defects in mitochondrial functioning can severely impact energy
production and compromise the body's functioning. One of those responsible for
interfering with mitochondrial functioning is food additives, preservatives in particular,
one of the classes of additives that undergo chemical transformations after ingestion
and generate compounds that are potentially toxic. In this work, zebrafish embryos
were exposed to 50 mM and 100 mM concentrations of sodium nitrate, sodium nitrite
and sodium sulfite additives to evaluate possible teratogenic effects and imbalances
in mitochondrial bioenergetics. For mitochondrial bioenergetic studies, oxygen
consumption in the respiratory complexes of the electron transport chain was analyzed
through the permeabilization of embryos with digitonin. Reactive oxygen species
(ROS) generation and nitric oxide biosynthesis were monitored using H2DCF-DA (27,
7 -Dichlorofluorescein) and DAF-FM-DA (Diaminofluorescein-FM  diacetate)
respectively. As a result, it was observed that sodium sulphite in the first 24 h of
exposure caused embryonic development retardation, and later also caused 79%
increase in the cardiac area, 65% decrease in the ocular area and 88% increase in the
rhombencephalon area. increase at 50mM and greater than 100% at 100mM. Sodium
nitrate caused greater than 100% increase in cardiac area (50 mM and 100 mM).
Sodium nitrite caused pericardial edema, increased heart area and decreased heart
rate (32% to 50 mM, 51% to 100mM). The three additives tested caused adverse
effects on oxygen consumption, as they caused decreased respiratory control (CR)
when substrates for complexes | and Il were used. Sulphite and nitrate were
responsible for increasing ROS production by 90% to 50 mM. Sodium nitrite increased
NO -+ biosynthesis by more than 100% (50 mM and 10mM), while sulfite was
responsible for decreasing NO < production (61% at 50mM and 87% at 100mM) in
embryos. In summary, it can be stated that zebrafish mitochondria are a useful tool for

testing teratogenicity and food toxicity.

Key-words: Food additives. Danio rerio. Teratogenicity. Mitochondria.
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1 INTRODUCAO

O ritmo de trabalho acelerado, o tempo reduzido para refeicdes e a praticidade
de comidas prontas tém levado as pessoas a consumirem mais produtos
industrializados no dia a dia. Esse efeito vem contribuindo para o empobrecimento da
dieta devido a substituicdo de alimentos in natura por alimentos processados. As
tecnologias aplicadas pelas industrias tém contribuido para utilizacdo de substancias
guimicas durante a fabricacdo dos alimentos, denominadas de aditivos alimentares.
Os aditivos sdo empregados com intuito de melhorar o produto final, entretanto, a
utilizacdo dessas substancias tem gerado questionamentos quanto aos riscos que
elas trazem a saude devido a sua presencga nos alimentos (Sandhi et al., 2005).

Recentemente, foram atribuidos varios efeitos adversos causados pelo
consumo de aditivos, sdo exemplo: alteracdes histopatologicas como fibrose renal,
atrofia glomerular e hipertrofia hepatica em ratos Wister pela acéo de corantes do tipo
azo (Elbanna et al., 2017); alteragcGes citolégicas como vacuolizacdo hepatica em
figados de ratos Wister pela acdo do conservante sulfito de sédio (Mahmoud et al.,
2015); alteracbes no desenvolvimento do zebrafish causados pela exposicdo ao
benzoato de sédio que induziu ao retardo na eclosao, alteracbes morfoldgicas como
edema pericardico, edema do saco vitelino, flexdo da cauda e mudanca no
comportamento equivalendo a ansiedade (Gaur et al., 2018); e também alteraces
genotdxicas como aberracdo cromossdmica em células da medula 6ssea de ratos
provocadas pelo benzoato de sodio (Ali et al., 2018). Dentre os principais aditivos
consumidos diariamente, 0os que contém nitratos e nitritos em sua composi¢ao Sao
terminantemente prejudiciais a salde devido a acao toxica causada pela formacao
endégena de compostos n-nitrosos que apresentam efeitos carcinégenos e
teratogénicos (Lamariano, 2015), além de também ter sido relatado a inducdo de
estresse oxidativo pela producao espécies reativas de oxigénio (ERO’s) (Ansari e
Mahmood, 2016).

O Danio rerio tem sido uma das espécies de animais mais utilizadas como
organismos-teste em ensaios de toxicidade internacionalmente (Ton et al., 2007). Os
ensaios podem ser realizados em sua fase juvenil, adulta e também na fase
embrionaria (Chakraborty et al., 2016). Popularmente conhecido como zebrafish, este
vertebrado tem adquirido bastante destague em diversas pesquisas biomédicas,

principalmente em estudos sobre estresse e seus efeitos no sistema nervoso central
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e comportamental, assim como nas investigagdes sobre a formacédo ERO'’s, espécies
reativas de nitrogénio (ERN’s) e sobre a biossintese do oxido nitrico (NO°) (Rosa et
al., 2008; Leite et al., 2012; Nik et al., 2014). Outra area bastante explorada séo os
estudos de teratogenicidade utilizando seus os embrides. Por possuir fecundacao
externa, alta taxa reprodutiva e transparéncia optica a identificacdo de deformidades
embrionérias é imediata, visto que ja se conhece a elucidacdo dos seus estagios de
desenvolvimento embrionario (Kimmel et al., 1995). Uma das vantagens em sua
utilizacdo é que seu genoma de referéncia apresenta mais de 70% de similaridade
com o genoma de referéncia humano (Howe et al., 2013). Por ser um animal de
pequeno porte, o zebrafish possui facil manutencéao e baixo custo de aquisi¢cdo quando
comparados aos roedores, tornando-o um excelente modelo experimental para
estudos toxicologicos e fisiologicos (Amaral e Johnston, 2011; Kinth et al., 2013; Fang
et al.,, 2014; Steele et al., 2014). Neste sentido, o presente trabalho possui como
objetivo geral estimar a toxicidade dos aditivos Nitrato de sodio, Nitrito de sédio e
Sulfito de sodio utilizando o zebrafish como modelo para estudos teratogénicos e de
desordens mitocondriais. Buscando mensurar os efeitos teratogénicos a integridade
embrionaria do zebrafish induzidos por aditivos alimentares; analisar a acdo dos
aditivos no consumo de oxigénio mitocondrial nos embrides e identificar condi¢cdes de

estresse oxidativo induzido pelos diferentes aditivos estudados.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ADITIVOS ALIMENTARES

A alimentacdo é uma necessidade fisioldgica que garante a obtencdo de
nutrientes cruciais para o desempenho das funcbes vitais, desenvolvimento e
crescimento do organismo. Além de ser uma necessidade biologica, envolve aspectos
econdmicos, sociais, cientificos, psicoldgicos e culturais imprescindiveis durante a
evolucdo da sociedade (Proenca, 2010). Para o alimento chegar até a mesa pronto
para o consumo, ha varios processos que se iniciam no campo passando por etapas
de plantio, colheita e fabricacdo que vém sendo cada vez mais cercados por
tecnologias.

Os alimentos séo classificados em quatro categorias, conforme seu grau de

processamento. Este sistema de classificacdo ja € adotado em diretrizes sobre dieta
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e saude em organizagdes internacionais (Pan American Health Organization; 2015) e
nacionais dentro de suas diretrizes alimentares (Oliveira e Silva-Amparo, 2018). A
primeira delas representa os alimentos in natura em que sdo necessariamente de
origem vegetal ou animal, e sdo consumidos em seu estado natural sem que haja
nenhum processo de transformacgédo, sdo exemplos: as frutas, verduras, cereais,
raizes, graos, ovos, leite, visceras e musculos de animais. A segunda categoria pode
classificada como uma subcategoria da primeira e refere-se aos alimentos
minimamente processados que sé&o os produtos retirados a partir dos alimentos in
natura através de técnicas como prensagem, moagem, trituracdo, pulverizacédo e
refino; sdo exemplos o 6leo de soja, 6leo de milho e aclUcar mascavo. A terceira
corresponde aos alimentos processados que sao produtos fabricados a partir dos
alimentos in natura em que se utilizam métodos de preservacdo como a salga,
salmoura, cura e defumacéao, exemplos disso sdo os legumes em conserva, frutas em
calda, sardinha e atum enlatados. A quarta e Ultima categoria representam 0s
ultraprocessados que sao produtos industrializados que sédo feitos de substancias
extraidas de alimentos naturais (0leo, agucar, proteinas) e durante sua fabricacao
passam por varios processos e envolve varios reagentes quimicos (Figura 1), sdo
eles refrigerante, biscoitos, confeitos, bombons recheados (Ministério da Saude,
2014).

A mudanca na alimentacdo da populacdo ocorreu devido a substituicdo de
alimentos naturais por alimentos processados (Polonio e Peres, 2009). Essas
modifica¢des iniciaram na década de 50 com as revolucdes verdes, que trouxeram
mudancas para o processo de producdo dos alimentos e para a agricultura a partir da
engenharia genética e tecnologia; garantindo aumento da disponibilidade de
alimentos, baixando seu custo (Cavalli, 2001; Ribeiro et al.,, 2017). Junto a isso
também veio o processo de globalizacdo que permitiu a aproximacado dos paises no
ambito econdmico, social, cultural e politico (Banerjee e Linstead, 2001; Zadja, 2005;
Spivac, 2012). A principal heranca do processo de globalizacdo é a chamada 'cultura
global’, ou seja, a transformacédo social voltada para a cultura de consumo gerou
modificacbes no estilo de vida, principalmente na alimentacdo. Isso garantiu a
insercdo de costumes alimentares estrangeiros na rotina do dia-a-dia da populacao
(Mondini e Monteiro, 1994, Oliveira, 1997; Abreu, 2001; Santos, 2005).
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Figura 1 — Categoria dos alimentos quanto ao nivel de processamento.
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Fonte: Autora (2019).

Neste sentido, uma das desvantagens do modo de vida contemporaneo €&
escassez de tempo, principalmente no que diz respeito ao preparo da comida. Tal
aspecto conduz a uma maior ingestdo de alimentos industrializados devido a sua
praticidade, economia de tempo, baixo custo e também pela grande quantidade das
propagandas vinculadas nas midias. Para facilitar o trabalho na cozinha, os alimentos
sdo fabricados quase prontos para o consumo, e sao comercializados como alimentos
congelados, pré-cozidos, pré-temperado, temperados e enlatados (Bleil,1998). Com
isso, 0s alimentos naturais que eram pra ser consumido em maior quantidade como
0S vegetais, frutas e cereais sao substituidos por alimentos industrializados e bebidas
artificiais (Tardido e Falcdo, 2006). Grande parte dos comerciais sobre alimento
anunciados na televisao se refere a produtos comercializados em fast food, biscoitos,
cereais matinais, refrigerantes, sucos de caixa e sucos em po (BRASIL, 2014).

Os alimentos ultraprocessados apresentam substancias quimicas em sua
composic¢do, que ajudam a aumentar o tempo de vida util desde sua fabricacéo até o
consumo, a fim de conservar e tornar os alimentos mais atrativos sensorialmente.
Essas substancias quimicas adicionadas durante o processo de producdo sao

denominadas de aditivos alimentares. Por definicdo, os aditivos alimentares séo:
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[...] quaisquer ingredientes adicionados intencionalmente aos alimentos, sem
proposito de nutrir, com o objetivo de modificar as caracteristicas fisicas,
guimicas, biolégicas ou sensoriais, durante a fabricagdo, processamento,
preparacdo, tratamento, embalagem, acondicionamento, armazenagem,
transporte ou manipulagdo de um alimento. Esta definicAo ndo inclui os
contaminantes ou substancias nutritivas que sejam incorporadas ao alimento
para manter ou melhorar suas propriedades nutricionais (BRASIL, 1997).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) em conjunto com a Organizagao das
Nacdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO) criou em 1963 o comité da
Codex Alimentarius com o objetivo de estabelecer normas internacionais no ramo
alimenticio, como cdodigos de conduta, orientacdes e outras recomendacdes relativas
a producéao de alimentos e a seguranca alimentar. As normas do Codex abrangem as
guatro categorias de alimentos e as substéancias e produtos que sdo usados para sua
elaboracao, propriedades nutricionais dos alimentos e diretrizes para o uso de aditivos
alimentares (Anvisa, 2016). O Codex também elaborou um sistema numeérico
internacional para determinacdo de aditivos alimentares, o International Numbering
System (INS). Segundo o Codex, obrigatoriamente todos os aditivos devem estar
identificados pelo seu nome ou INS no rétulo dos produtos, a fim de diferencia-16s dos
ingredientes utilizados durante o processo de fabricacédo (FAO).

Os aditivos sédo classificados de acordo com a funcdo que desempenham no

alimento (Aun et al., 2001). Alguns exemplos estdo sumarizados na Tabela 1.

Tabela 1 - Sistema internacional de numeracao de aditivos alimentares: FAO/OMS

Yo [11Y/o] Exemplo INS Definicao
Agente de Polidextrose 1200 Substéancia que proporciona o aumento de volume
massa e/ou da massa dos alimentos, sem contribuir
significamente para o valor energético do alimento
Antiespumante Alginato de célcio 404 Substéancia que previne ou reduz a formacgédo de espuma
Antiumectante Carbonato de 170i Substéancia capaz de reduzir as caracteristicas
calcio higroscopicas dos alimentos e diminuir a tendéncia
de adesdo, umas as outras, das particulas
individuais
Antioxidante Acido ascérbico 300 Substancia que retarda o aparecimento e
alteracdo oxidativa no alimento
Corante Tartrazina 102 Substéancia que confere, intensifica ou restaura a cor de
um alimento
Conservante Nitrato de sédio 250 Substéancia que impede ou retarda a alteragédo
dos alimentos provocada por microrganismos ou
enzimas
Edulcorante Aspartame 951 Substéancia diferente dos agucares que

confere sabor doce ao alimento
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Espessante Goma arabica 414 Substancia que aumenta a viscosidade de um alimento
Geleificante Alginato de célcio 404 Substancia que confere textura através da formacéao de
um gel
Estabilizante Citrato dissodico 331(ii) Substancia que torna possivel a manutengdo de
uma disperséo uniforme de duas ou mais
substancias imisciveis em um alimento
Aromatizante Aromatizado Substancia ou mistura de substancias com
artificialmente# propriedades aromaticas e/ou sapidas, capazes
de conferir ou reforcar o aroma e/ou sabor dos
alimentos
Umectante Glicerina 422 Substéncia que protege os alimentos da perda de
umidade em ambiente de baixa umidade relativa ou
que facilita a dissolu¢do de uma substancia seca
em meio aquoso
Regulador de Bicarbonato de 500(ii) Substéncia que altera ou controla a acidez ou
acidez sodio alcalinidade dos alimentos
Acidulante Acido citrico 330 Substéncia que aumenta a acidez ou
confere um sabor acido aos alimentos
Emulsificante Sorbitol 420 Substancia que torna possivel a formagao ou
manuten¢do de uma mistura uniforme de duas ou
mais fases imisciveis no alimento
Melhorador de Lactato de célcio 327 Substancia que, agregada a farinha, melhora sua
farinha gualidade tecnolégica para os fins a que se destina
Flavorizantes Glutamato 621 Substéncia que ressalta ou real¢a o sabor/aroma de um
monossodico alimento
Fermento Acido glucénico 574 Substéncia ou mistura de substancias que liberam
quimico gas e, desta maneira, aumentam o volume da massa
Glaceante Acido estearico 570(i) Substéncia que, quando aplicada na superficie
externa de um alimento, confere uma aparéncia
brilhante ou um revestimento protetor
Agente de Gluconato de 578 Substéncia que torna ou mantém os tecidos de
firmeza calcio frutas ou hortalicas firmes ou crocantes, ou
interage com agentes geleificantes para produzir
ou fortalecer um gel
Sequestrante Acido citrico 330 Substancia que forma complexos quimicos com ions
metalicos
Espumante Metiletilcelulose 465 Substéancia que possibilita a formagao ou a manutencao
de uma disperséo uniforme de uma fase gasosa em um
alimento liguido ou sélido
Estabilizante de Hidréxido de 528 Substéancia que estabiliza, mantém ou intensifica
cor magnésio a cor de um alimento

#N&o é obrigatdrio informar a substancia utilizada™

Fonte: Aun et al., (2011) Adaptado.

Os aditivos utilizados nos alimentos sdo submetidos a avaliacdes toxicologicas.

Nelas séo verificadas sua seguranca, seu efeito acumulativo no organismo e também

sdo estabelecidos limites maximos e minimos da ingestdo dos aditivos dentro do

alimento. No Brasil, a regulamentac¢édo do uso de aditivos na alimentacdo €
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determinada pela Portaria N° 540 - SVS/MS, de 27 de outubro de 1997 do Ministério
da Saude e fiscalizada pela ANVISA (ANVISA, 1997).

Mesmo que o emprego de aditivos alimentares proporcione vantagens
tecnoldgicas para industrias e para o consumidor, estudos sugerem gue sua presenca
pode provocar efeitos maléficos a salde como aumento da presséo arterial, aborto,
alergias (Konrad et al., 2012; Azevedo e Ribas, 2016) e neoplasias como cancer de
ovario, intestino e colo-retal (Garofolo, 2004;Resende et al., 2006; Aschebrook-kilfoy
et al., 2012).

Como todos os produtos quimicos sdo potencialmente toxicos, s&o
estabelecidos valores para a Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA), que determina a
guantidade de substancia quimica que cada pessoa pode consumir diariamente sem
gue cause nenhum possivel dano a saude. A IDA de cada aditivo alimentar &
estabelecida a partir de avaliacdes da substancia pelo The Joint Expert Committee on

Food Additives (JECFA) da FAO/OMS (Martyn et al., 2013).

2.2 CONSERVANTES

Para manter o alimento conservado por um longo periodo de tempo as
indUstrias empregam substancias quimicas ou naturais que inibem reacdes
enzimaticas, de oxidacdo, escurecimento, adiam ou reduzem o crescimento de
microorganismos e inibem reacdes de deterioracéo do sabor, cor, textura e aparéncia
no alimento, que se ocorressem naturalmente diminuiriam a qualidade nutricional dos
alimentos e o seu valor (Angiolillo et al., 2014). O uso determinante dos conservantes
pelas industrias representa uma estratégia para aumentar a durabilidade dos produtos
e facilitar o transporte e seu comércio no mercado.

Na categoria dos conservantes enquandram-se o0 Benzoato de sodio por
possuir propriedades antifingicas, também realca o sabor dos alimentos e pode ser
encontrado em refrigerantes, margarinas e manteigas. O Sorbato de potassio possui
propriedades antifungicas além de propriedades antibacterianas e pode ser
encontrado em produtos de panificacdo e vinhos (Goren et al., 2015). Os derivados
do fenol, o BHA (butil-hidroxianisol) e BHT (butil-hidroxitolueno) possuem
abcapicidade de inibir o crescimento de microorganismos e estdo presentes em
cereais e alimentos ricos em &cidos graxos (Aun et al., 2001). Outros exemplos de

conservantes sao o nitrito, nitrato e sulfito de sdédio.
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2.2.1 Nitrato de Sédio (Na2NO3) e Nitrito de Sédio (NaNOy)

O Na:NO3z e o NaNO: sdo sais de cura utilizados como aditivos alimentares
(Sindelar et al., 2012) principalmente pelas industrias de pescados e de carne (Norat
et al., 2005) e seus produtos derivados como patés, presunto, apresuntado, salames,
salsichas e mortadela (Hord et al., 2009). Também podem estar presentes em outros
alimentos como: chocolate, sopas, cereais e 6leos vegetais (Dutra et al., 2007). Esses
sais séo classificados como conservantes de alimentos pois sdo potentes agentes
antimicrobianos impedindo ou retardando a agcédo de microorganismos (Gassara et al.,
2016), principalmente o Clostridium botulinum (Herrmann et al., 2015; Bedale et al.,
2016).

A conservacdo de um produto por adicdo de sal pode ser chamada de cura,
além de conservar o produto o sal também melhora algumas propriedades sensoriais
como na intensificacdo da pigmentacdo avermelhada garantindo a sensacdo de que
0 produto esta fresco, no sabor salgado caracteristico e aroma tipico de produtos
curados (Warris, 2003; Ichimura et al., 2017). Os compostos nitratos e nitritos sao
fixadores de cor, depois de adicionados as carnes eles sofrem reacdo de reducao
gerando como produto o NO® que interage com metamioglobina originando a
nitrosometamioglobina que pode reduzir-se a nitrosomioglobina formando o pigmento
rosado tipico dos produtos curados (Govari e Pexara, 2015).

Os compostos nitrosos ndo estdo presentes nos alimentos apenas como
aditivos alimentares, eles também podem ser ingeridos na dieta através dos legumes
e vegetais (Lourero e Santos, 2017). No organismo, o nitrato (NOz) € reduzido a nitrito
(NO2) por bactérias comensais presentes na cavidade oral por reacdo catalizada pela
enzima nitrato redutase (Lundberg et al., 2004; Doel et al., 2005; Vanhatalo et al.,
2018). No estbmago, parte do NO2 é espontaneamente convertido em NO°, sem
nenhum auxilio enzimatico, neste caso a concentracdo elevada de hidrogénio (H*) do
suco gastrico favorece a formacao de acido nitroso (HNO>) e subsequentemente NO*
(Bryan e Loscalzo, 2017). Ao serem absorvidos no intestino, varios sistemas
enzimaticos e ndo enzimaticos dos tecidos ou por acao de bactérias nitrito redutases
presentes no intestino (Sobko et al., 2005) ocorre a metabolizacdo do NOs e NO>
remanescentes em compostos N-nitrosos como o0 NO® e o HNO: (Engemann et al.,

2013), conforme observado na Figura 2.



Figura 2: Esquema de converséo de nitratos e nitritos no organismo.
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O NO" assim que formado reage rapidamente com varias biomoléculas e possui
efeitos importantes no organismo, atuando como mediador da inflamacéo, participa
da homeostase mitocondrial através da inibacdo da respiracdo mitocondrial pela
interacao direta com o complexo I, na ligacéo ao citocromo c oxidase (Lundberg et al.,
2018), aléem do seu efeito na dilatacdo dos vasos sanguineos, diminuindo a presséo
arterial (Lundberg et al., 2011; Kapil et al., 2014; Carlstrom et al., 2018).

Mesmo antes de se converterem, 0s nitritos podem interagir com a
hemoglobina (Hb) e formar a metahemoglobina (MeHb). Isso acontece porque 0 nitrito
chega até a corrente sanguinea e oxida o ferro presente na hemoglobina do seu
estado ferroso (Fe?*) para o férrico (Fe*"), dando origem a MeHb (Cockburn et al.,
2010). Assim que formada a MeHb se liga de forma irreversivel ao oxigénio e prejudica
a liberacdo do mesmo aos tecidos (Basulto et al., 2014). Em gestantes, uma dieta rica
em carnes curadas pode gerar doses altas de NO>', sendo responsavel por causar
anoxia fetal através da MeHb no sangue e alteracdes em células embrionarias
(Bahadoran et al., 2018).

Os valores permitidos para a IDA em alimentos € 0,06 mg/kg/dia de nitrito
(como ion) e de 3,7 mg/kg/dia para nitrato (BRASIL, 2014). Entretanto, independente
da quantidade ingerida de nitratos e nitritos na dieta, sempre ira formar composto N-
nitrosos. Esses agentes nitrosantes reagem com aminas, amidas secundarias

oriundas da dieta, formando as nitrosaminas e nitrosamidas, que ja tem seu efeito
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bastante conhecido por serem potentes agentes carcinogénicos (Fairweather et al.,
1981; WHO, 2000; Demeyer et al., 2016; De Mey et al., 2017; Shpaizer et al., 2018)
causando cancer gastrico, esofagico, nasofaringeo, na bexiga e no intestino (célon e
reto) (Jakszyn e Gonzalez, 2006; INCA; Hebels et al., 2010; Song et al., 2015; Kim et
al., 2018). Além disso, as nitrosaminas apresentam acao teratogénica e mutagénica
(Dutra et al., 2007) e causam danos ao &cido desoxiribonucléioco (DNA) (Barnes et
al.,, 2018). O consumo exagerado de carne curada durante a gravidez provoca
excesso da producdo de nitrosamidas, estando associada ao tumor cerebral em
criancas (Preston-Matrtin et al., 1996; Pogoda et al., 2011).

2.2.2 Sulfito de S6dio (Na2SOs)

O Na>SO3zé um sal que libera apds reacdes quimicas o composto dioxido de
enxofre (SO.), e pode ser obtido a partir da reacdo do dioxido de enxofre com o
carbonato de sodio ou hidréxido de sédio. Ele € conhecido por possuir funcdes de
inibir a deterioracéo do alimento provocada por bactérias, fungos e leveduras além de
impedir o escurecimento de alimentos e bebidas, sendo dessa forma aplicado nas
industrias alimenticias como conservante alimentar (Aun et al.,, 2001; Machado e
Toledo, 2006). O sulfito de sodio pode ser encontrado em produtos como geléias,
frutas desidratadas, refrigerantes, vinhos e sucos de garrafas, produtos enlatados,
temperos e molhos, condimentos e vinagres (Mani-Lépez et al., 2016).

A IDA do Na>SOszno Brasil é de 0,7 mg/Kg por dia (WHO, 2000; Favero et al.,
2011). Entretanto, tal informacéo ainda € desconhecida pelas pessoas, visto que um
estudo realizado em 2004 no Brasil identificou que a IDA do sulfito de s6dio mostrou-
se exceder o limite atinguindo o valor de 3,8 mg por dia (Popolim, 2004), também foi
comprovado aumento do IDA em outros paises europeus através do consumo de
frutas desidratadas e bebidas alcodlicas (Leclercq et al., 2000; Basanranlar et al.,
2018). Isso adquire elevada importancia uma vez que o sulfito de sodio possui efeitos
toxicos no sistema nervoso (Ozturk et al., 2011; Kencebay et al., 2013; Noorafshan et
al., 2013; Grings et al., 2014), principalmente no cérebro onde sua acdo promove
acumulo de liquidos dentro da mitocéndria, reducdo do potencial de membrana
mitocondrial e propicia maior capacidade de retencdo de Ca?*, promovendo assim

dano neural (Grings et al., 2014).
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Em humanos, o sulfito é oxidado no figado e no pulméo em sulfato pela enzima
mitocondrial sulfito oxidase (SO) (Yoshida et al., 2015). A SO é uma hemoproteina
localizada no espaco intermembranar mitocondrial que possui a fungdo de oxidar
moléculas de sulfito oriundas da alimentacdo ou dos aminoacidos como a cisteina e
metionina (Niknahad e O'Brien, 2008) que contém o radical enxofre em sua
composicdo. Da mesma forma, a SO também oxida o diéxido de enxofre inalado pela
gueima de combustiveis de veiculos e industrias juntamente com 6xidos de carbono
e de nitrogénio (Schlesinger, 2018). A SO é dependente do molibdénio, que age como
um cofator para degradacédo do sulfito. Na reacéo, dois elétrons do sulfito reduzem o
molibdénio, e produz como resultado final a deposi¢cdo de elétrons no cofator heme
SO que é transferido para o citocromo c, na cadeia transportadora de elétrons
(Johnson-Winters et al., 2010; Klein e Schwarz, 2012).

A ingestdo do sulfito pode acarretar em efeitos adversos graves para a saude
como reacoes alérgicas, asma, doencas cronicas das vias aéreas, dermatite, choque
anafilatico e bronconstricdo (Vally et al., 2009; Komarnisky et al., 2003). Pesquisas
anteriores mostraram que estes compostos induzem a disfungcdo mitocondrial, geram
radicais enxofre e superdxido na presenca de oxigénio que induz ao dano no DNA
(Ozturk et al., 2011) e lesdo na membrana plasmatica através da peroxidacao lipidica
(Chiarani et al., 2008).

2.3 ESTRUTURA E FUNCAO MITOCONDRIAL

A mitocdndria € uma organela intracelular com comprimento que pode variar
de 6 a 10 um dependendo da funcéo e da sua localizacao nos tecidos. Estruturalmente
esta organela € composta por duas membranas, uma interna altamente especializada
e outra externa separadas pelo espaco intermembranar (McBride et al., 2006).
Semelhante a composi¢cdo do citosol, o espaco intermembranas contém proteinas
importantes, que se forem liberadas ativam um das vias da apoptose celular, como
por exemplo o citocromo c. Ap6s a membrana interna, esta a matriz que contem o
DNA mitocondrial, ribossomos, acido ribonucléico (RNA), enzimas responsaveis pela
sintese de proteinas e enzimas do ciclo do acido citrico, a via de $-oxidacao de acidos

graxos e as vias de oxidag&do de aminoacidos (Alberts et al., 2004).
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A membrana externa envolve toda a organela e é constituida por uma bicamada
lipidica permeével a prétons, ions e pequenas moléculas com até 5.000 D. Dentre ou
associadas a elas estdo situadas proteina e canal de ions dependentes de voltagem.
A membrana interna € impermeavel a ions e a maioria de pequenas moléculas
carregadas. Ela possui invaginagcdes em sua estrutura dando origem as cristas
mitocondriais, que fornecem a organela uma grande éarea de superficie, como
observado na Figura 3 . A membrana interna contém varios complexos enzimaticos e
sistemas de transporte transmembranar. Esses complexos formam a cadeia de
transporte de elétrons (CTE), composta por quatro complexos enzimaticos, em geral
(Martensson et al., 2017.

Figura 3. Estrutura de uma mitocondria. (A) Fatia tomografica de um mapa tridmensionalde
uma mitocodria cardiaca de camundongo determinada por tomografia por microscopia eletrénica. A
membrana externa cincunda a membrana de limite interno. A membrana interna é altamente enovelada
em cristas lamelares e tubulares, que se entrecruzam na matriz. A matriz densa, que contém a marioria
das proteinas mitocondrias, aparece escura na microscopia eletrbnica, enquanto o0 espacgo
intermembranas e o espaco da crista aparece claro devido ao baixo conteddo de proteinas. A
membrana de limite interno acompanha a membrana externa a uma distancia de cerca de 20 nm. A
membrana interna curva-se bruscamente nas juncdes das cristas, onde as cristas se unem a membrana
de limite interno. (B) Tomografia de por¢cdo de uma mitocondria de levedura reconstruida por superficie,
mostrando como as cristas achatadas se projetam para dentro da matriz a partir da membrana interna.
(C) Representacao esquemética de uma mitocdndria mostrando a membrana externa (cinza) e a
membrana interna (amarela).
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Fonte: Alberts, 2017.

As mitocondrias sdo organelas essenciais e desempenham diversas funcdes
no organismo. Elas séo responsaveis pela mediagdo de morte celular pelas vias da
apoptose e necrose (Yee et al., 2014), participam da homeostase e sinalizagéo de
célcio (Ca*™) (Sarasija e Norman, 2015; Oxenoid et al., 2016), regulacdo da

termogénese, sdo de extrema importancia para contribuicdo genética humana através
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da heranca materna do DNAmt (DNA mitocondrial), sintese de algumas proteinas
mitocondriais, geracao de espécies reativas de oxidacdo (ROS) (Hekimi et al., 2016).
A mais conhecida de suas funcbes é a respiracdo celular através da sintese de
adenosina trifosfato (ATP) onde é fornecida a energia para a célula (van der Bliek et
al., 2017).

A respiracao celular ocorre em trés etapas: a glicolise, o Ciclo de Krebs ou Ciclo
do Acido Citrico e a Cadeia Respiratéria. O maior percentual de ATP na célula é
produzido pela mitocdndria, porem também séo produzidos em menor percentual pela
glicélise anaerdbia. A sintese de ATP na mitocéndria € dependente de oxigénio (O>)
e substratos derivados das reacfes da glicolise e da oxicdo de aminoacidos e acidos
graxos pelo ciclo de Krebs (Berdanier, 2005).

A glicolise ocorre no citoplams e se inicia com a converséo da glicose em duas
moléculas de acido piravico liberando energia na forma de ATP e energia livre que é
captado pela nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD+) reduzindo-se a NADH. Na
matriz mitocondrial o acido piravico reage com a coenzima A, dando origem ao gas
carbonico (CO2) e duas moléculas de acetilcoenzima A (acetil-CoA). A acetil-CoA é
degradada através de varias reacfes quimicas que geram como produtos ions que
sdo usados reduzir o FAD (dinucleétido de flavina) em flavina-adenina dinucleétido
(FADH>) e gerar moléculas de NADH (Alberts et al., 2004)

A fosforilacdo oxidativa se inicia com a transferéncia de elétrons e ions H* do
NADH e FADH: e dos elétrons provenientes da glicolise para as proteinas citocromo
c e aubiquinona (Q), responsaveis por carregar elétrons entre os complexos da cadeia
transportadora de elétrons (CTE) através da bicamada liidica (Cooper, 2002). Os
elétrons sdo rapidamente passados ao longo da CTE, e ao final da cadeia os elétrons
ligam-se ao O2 formando a molécula de agua (H20). Atraveés do fluxo de elétrons pelos
complexos, protons H* sdo bombeados da matriz para o espaco intermembranar, o
acumulo de protons no espaco gera elevado gradiente H* criando uma diferenca de
potencial eletroquimico em relacdo a matriz. Assim, os H* presentes no espaco
intermembranar retornam para a matriz mitocondrial através da enzima ATP sintase,
conforme observado na Figura 4. Durante o transporte, a energia liberada é utilizada
para sintese de ATP, ou seja, a energia quimica é convertida em energia bioldgica
necessaria para a execucdo das acdes vitais no organismo (Rotig, 2010; Pereira,
2015).
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Figura 4: Resumo do fluxo de elétrons e prétons pelos quatro complexos da cadeia
respiratoria. Os elétrons chegam a Q por meio dos complexos | e Il. A Q reduzida (QH2) serve como
carregador mével de elétrons e protons. Ela passa elétrons ao complexo lll, que os passa a outro
elemento movel de ligacéo, o citocromo ¢. O complexo IV entdo transfere elétrons do citocromo c
reduzido ao O2. O fluxo de elétrons pelos complexos I, Il e IV é acompanhado pelo fluxo de prétons
da matriz ao espago intermembrana. Os elétrons da B -oxidacdo de acidos graxos também podem
entrar na cadeia respiratoria por meio de Q.
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O complexo | também chamado de NADH ubiquinina-oxiredutase ou NADH-
desidrogenase é responsavel pela transferéncia de elétrons da coenzima NADH para
a Q. Como resultado, também ocorre o0 bombeamento de 4 prétons da matriz até o
espaco intermembranar (DiMauro e Schon, 2003), sendo o complexo | um dos
principais responsaveis pela geracdo de ERQO’s. Diversas substancias quimicas
podem interferir na transferéncia de elétrons dentro dos complexos, um bom exemplo
de inibidor do Complexo | € a Rotenona, que quando adicionada impede a
transferéncia de elétrons para a Q (Benedetti et al., 2016).

O complexo Il ou Succinato-desidrogenase (SDH) € uma proteina que esta
ancorada a membrana mitocondrial interna, ou seja, ndo € transmembranar e nao
transfere protons para o espaco intermembranar. E constituida por quatro
subunidades: A, B, C e D, e é uma das enzimas que compdem o ciclo de Krebs,
responsavel pela oxidacao do succinato a fumarato. Através da ligacdo do substrato
ao sitio FAD, dois elétrons sdo gerados e transferidos do substrato ao FAD que ficara
reduzido a FADH», logo apés os elétrons sdo transferidos diretamente para a Q,
reduzindo a ubiquinol (QH2). Em seguida QH, se acopla e transfere os elétrons para
o citocromo ¢ no complexo Ill. Durante a oxidagdo do succinato, os elétrons podem

escapar para fora da enzima em direcdo ao O2 na por¢cdo D da proteina, com isso



29

ocorre a producao de ERO’s, peréxido de hidrogénio (H20>) e o radical superéxido
(O2) (Quinlan et al., 2012).

O préximo complexo respiratorio € o Ill ou também chamado de ubiquinona
citocromo c-oxiredutase, esse complexo é responséavel pela transferéncia de elétrons
da QH2 para o citocromo ¢, que por sua vez move-se para o complexo IV. No complexo
lll parte dos elétrons recirculam dentro dele e podem escapar para o0 espaco
intermembranar antes de serem transferidos para o citocromo c, sendo ele assim
como o complexo | responsavel por grande parte da producéo de ERO’s (Bell et al.,
2007). Uma substancia quimica conhecida pelo nome de Antimicina A, um antibiotico
produzido pelo fungo Streptomyces griseus, bloqueia o transporte de elétrons no
Complexo lll entre a subunidade b no complexo e a coenzima Q (Ferreira et al., 2008).
O complexo IV € o ultimo complexo eo responséavel pela conversao de O2em H20. O
Complexo IV pode ser bloqueado pelo Cianeto de Potassio (KCN) que impede a
oxidacao do citocromo C e a redugéo do Oz (Donnelly et al., 2014)

Para a producéo de ATP, a ATP-sintase utiliza a energia acumulada através do
gradiente de prétons (ApH) da CTE junto ao potencial de membrana mitocondrial
(WYWm) gerado pelas bombas de prétons para realizar a sintese de ATP a partir ADP
e do fosfato inorganico (Pi). O WYWm fornece a for¢ca motriz para direcionar os prétons
contra seu gradiente de concentracdo através da membrana mitocondrial interna,
resultando em um acumulo de H* fora da membrana, que entdo retorna para a
mitocondria através da porcdo FY/ F°da ATP-sintase, gerando ATP (Zorova et al.,
2018). A forca total da conducdo de protons para a mitocondria (Ap), € uma
combinagao do potencial de membrana mitocondrial (Aym) e o gradiente de pH
mitocondrial (ApH m) de acordo como o modelo quimiosmético proposto por Mitchell
(Nelson e Michael, 2014).

2.3.1 Disfuncédo mitocondrial e producéo de ERO’s e ERN’s

As mitocondrias sdo extremamente importante para o desempenho de fungcdes
vitais no organismo, como na producdo de energia e ativacbes de vias criticas nas
células que podem levar a lesdo ou a morte celular. Dentre os principais fatores que
podem interferir no seu funcionamento, estdo o: aumento do Ca?" citosélico, geracédo

excessiva de ERO’s, escassez de oxigénio, substancias quimicas ou mutagdes em
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genes mitocondriais. Nos ultimos anos, varios disturbios tém sido associados a
anormalidades mitocondriais, como por exemplo, as doengas neurodegenerativas
progressivas como a doenca de Parkinson, doenca de Alzheimer (Schapira, 2012),
doenca Huntington e Esclerose Lateral Amiotrofica (Dhillon e Fenech, 2014). Também
sdo reconhecidas outras patologias como a dislipidemia, desordens nutricionais e
doencas do sistema cardiovascular (Hiramitsu et al., 2014; Pinho et al., 2016; Walters
et al., 2016). Notadamente, todas estas fisiopatologias s&o positivamente
correlacionadas com um aumento na geragdo de ERO’s (Azevedo, 2018).

Os radicais livres séo produzidos fisiologicamente em pequenas quantidades
pelo corpo por meio do metabolismo oxidativo, bioenergética mitocondrial através dos
complexos respiratorios que geram ERO’s, ativacdo de leucécitos pelo sistema
imunoldgico no processo inflamatério e pelo NO-. Entretanto, sdo degradados e
removidos pelo poderoso sistema de defesa formado pelas enzimas antioxidantes:
Superoxido dismutase (SOD), Catalase, Glutationa peroxidase, Glutationa S.
transferase. Os radicais livres atuam como mediadores em diversas reacfes, e a sua
producéo fisiologica possibilita a formacdo de ATP pela CTE, fertilizacdo do 6vulo
durante a fecundacao, ativacdo de genes e a participacdo de mecanismos de defesa
durante processos inflamatérios (Ferreira e Matsubara, 1997; Shami e Moreira, 2004).
Todavia, quando presentes em excesso no organismo induzem a danos oxidativos,
devido a sua natureza quimica possuir um unico elétron desemparelhado em sua
Ultima camada; e para ganhar estabilidade tendem a doar o elétron a moléculas
adjacentes como proteinas, lipidios, carboidratos e acidos nucléicos; causando assim
dano oxidativo em células e tecidos. A condicdo patologica quando ocorre o
desequilibrio entre a producéo de compostos oxidantes e a sua remocéo pelo sistema
antioxidante € chamada de estresse oxidativo (Zorov et al., 2014).

Durante a producdo de radicais livres nas células, o O, € reduzido nas
mitocOndrias para gerar duas moléculas de H-O, e durante esse processo, Sao
geradas espécies intermediarias ou também conhecidas como ERO’s. Séo elas: O2e,
H20: e ions hidroxila (OH¢) (Zorov et al., 2014).

As ERO’s podem reagir com os lipideos presentes nas membranas celulares
causando a peroxidacéo lipidica (LPO). Os radicais livres iniciam o processo de LPO
pela formagdo do radical OHe a partir do H>O, através da reacdo de Fenton
(dependente de Fe?*) (Jaeschke et al., 2018). O radical OH- formado retira um elétron

de acidos graxos insaturados presente na membrana, gerando um radical lipidico



31

instavel, que reagem com o oxigénio para gerar radicais peréxidos lipidicos. Esses
radicais peréxidos podem reagir com outro acido graxo para formar hidroperoxidos
qgue iniciam a reacdo em cadeia, formando mais radical lipidico e hidroperéxidos,
propagando a leséo (Jaeschke et al., 2018). A LPO em membranas pode resultar em
perda na fluidez, causar alteracdo no potencial de membrana e gradientes idnicos
levando a necrose celular. A LPO também possui envolvimento em varias condi¢cdes
patoldgicas, incluindo aterosclerose e artrite (Ramana et al., 2016).

O dano ao DNA das células € uma das principais consequéncias da
superproducdo de ERO’s, sendo responsavel por causar instabilidades genémicas e
mutacdes (Cadet e Davies, 2017). Nas proteinas, causam modificacbes em sua
estrutura e induzem apoptose celular ou necrose (Finkel e Holbrook, 2000; Martindale
e Holbrook, 2002). Também podem atuar em vias de sinalizagdes que levam a
progresséao do cancer, atraves da ativacao das proteinas quinases, fosfatidilinositol-3-
Quinase, fosfolipase C-g1, proteina Quinase C, fator nuclear kB e Jak / Stat (Leonard
et al., 2004).

Um dos produtos gerados durante a condi¢do de estresse oxidativo o anio Oz*
pode reagir com NO+ quando estdo em excesso no organismo, gerando as Especies
Reativas de Nitrogénio (ERN’s). O radical NO- é produzido no organismo através da
enzima oxido nitrico sintase, a partir de L-arginina na presenca de O, e NADPH. Outra
fonte de geracdo no organismo € através da alimentacdo, em que o nitrito presente
na dieta € convertido espontaneamente no estémago, pela acdo do pH acido, em
oxido nitrico. Também podem ser produzidos através da metabolizacdo do nitrito no
sangue e nos tecidos que geram como produtos o NO+ e o0 HNO, (Engemann et al.,
2013).

O NO- é um importante sinalizador celular, e atua em diversos sistemas no
organismo. Sua principal funcdo é como vasodilatador, atuando no relaxamento no
endotélio e na regulacdo da pressédo sanguinea basal. Também promove a agregacéao
plaquetaria durante a coagulacdo sanguinea, € responsavel pela angiogénese
fisiologica ou patolégica. No trato gastrointestinal, medeia o relaxamento da
musculatura dos esfincteres esofagiano, do estdbmago, do duodeno, intestino delgado
e esfincter anal. E ainda, € responsavel pelo relaxamento da musculatura lisa do corpo
cavernoso peniano e dos seus vasos sanguineos aferentes, necessarios para a
ocorréncia da erecdo (Adams, 1996). Também assume um papel importante na

respiracao, atraves da inibicdo da enzima citocromo c oxidase (Lundberg et al., 2018).
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Em concentracdes fisiolégicas o NO+ ndo é prejudicial ao organismo, mas altas
concentragbes de NOe< e seus derivados (peroxinitrito, dioxido de nitrogénio e
nitrotirosinas) causam inibicdo irreversivel da CTE, desacoplamento mitocondrial,
transicdo de permeabilidade e morte celular (Brown, 2001).

O desacoplamento mitocondrial consiste na dissipa¢do do gradiente de protons
formado na membrana intermembrana, fazendo com que os prétons retornem a
matriz. Como consequéncia disso ocorre menor producdo de ATP, visto que
guantidade de protons que retornam pela ATP sintase esta dissipada. Uma alternativa
encontrada pela CTE para compensar a perda e retomar o gradiente normal é a
aceleracéo da sua atividade, resultando no aumento na oxidacao de substratos pelo
ciclo de Krebs e maior consumo de O». (Clapham et al., 2000; Erlanson-Albertsson,
2003). O desacoplamento pode ser ocasionado por substancias quimicas como
Carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona (CCCP), 2,4 dinitrofenol (DNP) e pelo aumento
da transicao da permeabilidade mitocondrial (TPM). A TPM é caracterizada pela perda
do potencial de membrana da mitocondria gerando assim uma permeabilizacao
progressiva da membrana mitocondrial externa, fazendo com que a mesma se torne
permeavel a protons, ions e até mesmo a pequenas proteinas devido a formacao de
poros. Como resultado ocorre interferéncia na fosforilacdo oxidativa e reducéo da
geracdo de ATP, além disso o aumento da TPM favorece ao extravasamento de
proteinas pré-apoptoéticas presentes no espaco intermenbranas, como citocromo C e
caspases que culminam na ativacdo da apoptose e necrose celular (Kroemer et al.,
2009; Fuchs e Steller, 2011; Rongvaux et al., 2014).

Um excelente modelo biolégico para estudar as disfuncbes mitocondriais e
testar tratamentos direcionados a doencgas mitocondriais € o zebrafish, pois suas
mitocondrias e a dos mamiferos exibem elevada homologia genética e funcional
(Pinho et al., 2013). A ordem dos genes e dos codons nos nucleotidios € conservada
entre todo o genoma mitocondrial dos vertebrados e no zebrafish (Steele et al., 2014).
Este vertebrado possui maior vantagem em pesquisas sobre a cultura de células, pois
€ possivel monitorar a atividade mitocondrial com marcadores especificos em todo
corpo do animal, sendo capaz a realiza¢do de estudos tanto in vitro como in vivo. Nos
estudos in vivo, ocorre comunicagao e interacdo entre os diferentes sistemas e
orgaos, e essa interagdo € essencial para a compreensao de toxicidade, sobretudo

para toxicidade mitocondrial (Wallace, 2010).
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2.4 ZEBRAFISH COMO MODELO BIOLOGICO

O uso de animais em pesquisas iniciou-se por volta do século V a.C, porém,
seu emprego s6 foi crescente a partir do século XIX (Raimyndo e Goldim, 2002). Por
volta de 1865 a partir de estudos realizados na area da fisiologia foram estabelecidos
principios do uso de animais como modelo de estudo para a fisiologia humana
(Bernad, 1865). Desde entédo, os animais séo largamente utilizados em pesquisas e
muitos progressos na area da saude foram obtidos a partir de seu advento; sendo
exemplo disso os 94 dos 106 prémios Nobel concedidos para as areas de fisiologia e
medicina foram para pesquisas em que se utilizaram animais como modelo
experimental (Pasquali, 2018). Os roedores sdo 0s animais usados com mais
frequéncia nas pesquisas, todavia, recentemente um novo vertebrado vem sendo
muito utilizado no &mbito cientifico: o zebrafish.

Conhecido popularmente como paulistinha, de espécie Danio rerio pertencente
a familia Cyprinidae, o zebrafish € um pequeno peixe teledsteo (de 3 — 5 cm) tropical
de agua doce original do sul da Asia que vem sendo utilizado como novo modelo
animal de experimentacdo para o estudo de numerosas doencas humanas. Este
vertebrado possui dismorfismo sexual, os machos sao geralmente mais delgados e
escuros que as fémeas. Quando adultos, possuem uma unica nadadeira dorsal e um
par de nadadeiras pélvicas, conferindo rapidez durante o nado. A caracteristica mais
marcante na espécie € a presenca de listras pretas e brancas/prateadas ao longo do
corpo e nas nadadeiras, que por causa delas foram apelidados de zebrafish ou “peixe

zebra” (Engeszer et al., 2007; Lawrence, 2007), Figura 5.

Figura 5: Foto do Danio rerio.

Fonte: Ferreira, A. C. M.
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O marco inicial da introducdo do zebrafish como modelo animal em pesquisas
ocorreu em 1981, com base em um estudo em genética utilizando este animal
publicado na Nature (Streisinger et al.,1981). A partir disto, este modelo estia se
tornando popular nas pesquisas biomédicas, tanto os animais adultos como os seus
embrides (Chakraborty et al., 2016). Além de ter facil e baixo custo de manutencéo,
este peixe vem adquirido notabilidade em pesquisas por possuir todo seu DNA
sequenciado e apresentar mais de 70% de similaridade com o genoma de referéncia
humano (Howe et al., 2013). Assim, o zebrafish possui homologia gendmica e
fisioldgica com os seres humanos, 0s seus sistemas cardiovascular, nervoso e
digestivo sdo semelhantes aos humanos, bem como suas vias de sinalizagao
(Beliaeva et al., 2010).

Outra area bastante estudada utilizando o zebrafish é sobre o estresse e seus
efeitos no sistema nervoso central e no comportamento. Em condi¢cfes de estresse,
no peixe assim como no homem o horménio liberado € o cortisol. Nos roedores, o
horménio produzido sob essas condicbes € a corticosterona, que € liberado em
concentracbes muito baixas no homem. Esse € um dos casos em que zebrafish
oferece maior vantagem sobre os roedores da sua utilizagcdo em pesquisas (Zorzetto
e Guimaraes, 2013).

Por ser um peixe oviparo, sua fertilizacdo e desenvolvimento sdo externos e
seus 0vos sao transparentes, além de dispor da elucidacdo completa dos estagios de
desenvolvimento embrionario (Kimmel et al., 1995). Devido a sua clareza éptica e a
capacidade reprodutivel, o zebrafish tornou-se um dos modelos de doencas genéticas
humanas (Sarasamma et al., 2017).

Dentre as principais vantagens para utilizacdo deste modelo animal, uma delas
€ em relacdo ao tempo de vida. O zebrafish possui o ciclo de vida curto quando
comparados com os roedores, ou seja, atingem a idade reprodutiva em torno de 60 &
90 dias e vivem cerca de trés anos. Com isso, este animal torna-se um meio barato
para testar os efeitos de drogas ou produtos quimicos sem a nessecidade de utilizacao
de vérios animais para execucao dos testes (Chan e Williamson, 2018). Também é
possivel obter resultados rapidos sobre o efeito de drogas no organismo, ja que séo
administradas poucas quantidades e as respostas sao imediatas se comparadas com
outros modelos animais de maior porte.Todas essas vantagens o0 tornaram um

importante modelo vertebrado em inUmeras areas de investigacdo tais como
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comportamental, genética, toxicologia e fisiologia (Amaral e Johnston, 2011; Kinth et
al., 2013; Fang et al., 2014, Steele et al., 2014).

2.4.1 Desenvolvimento Embrionario

O animal adulto e 0 seu embrido sdao muito usados para determinacao de
toxicidade aguda de véarios compostos incluindo metais pesados, pesticidas,
contaminantes ambientais e para avaliacdo de qualidade da agua (Busquet et al.,
2014; Kyeongnam et al., 2014). Em muitos paises, inclusive na Europa, o zebrafish &
um modelo amplamente aceito para estudos de ecotoxicidade (Ton et al., 2007).
Como modelo para pesquisas na area biomédica, o zebrafish esta ganhando
popularidade dentre a comunidade cientifica (Tavares e Santos Lopes, 2013). Os seus
embrides tém provado serem uma ferramenta altamente valiosa, diversos estudos
realizados durante o seu desenvolvimento tém avancado a respeito da compreenséo
dos efeitos toxicos sobre seu organismo causados por indmeros compostos quimicos
(Busch et al., 2011).

A reproducao do zebrafish é externa, ocorre através da deposicédo na agua de
espermatozoides e ovécitos maduros liberados pelos exemplares adultos. A atividade
reprodutiva inicia-se nas primeiras horas da manh& em que ocorre a luminosidade,
apos exposicao ao escuro. Os ovocitos sdo entdo fertilizados pelos espermatozoéides
gerando assim o embrido. Esta espécie apresenta uma fecundidade elevada, uma
fémea na idade adulta produz grandes quantidades de ovocitos maduros em cada
postura, entre 50 a 200 podendo libertar até 1000 (Reed e Jennings, 2011), isso torna
este modelo animal muito vantajoso para ser utilizado em ensaios teratogénicos de
grande escala.

Um dos principais motivos pela escolha dos embriGes em pesquisas ocorre
porque a inducdo de processos malformativos pode ser alcancada sem sacrificar
nenhum animal, ja que os embrides sado transparentes e o seu desenvolvimento é
externo ao corpo materno (Eimon, 2014). Isso facilita a visualizacao de sua anatomia
interna, com auxilio de uma lupa ou microscopio Optico permite-se observar
diretamente os seus estagios de desenvolvimento (Doke e Dhawale, 2013). Os

embrides podem ser vistos até mesmo a olho nu, como observado na Figura 6.
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Figura 6 — Embrides do Zebrafish com 24 horas ap0s a fertilizacao.

Fonte: Autora (2018).

Os embrides do zebrafish desenvolvem-se rapidamente, a primeira clivagem
inicia-se aos 45 minutos, posteriormente a fertilizacdo e a embriogénese se completa
com 96 horas apoés a fertilizacdo (hpf) jA& com a maioria dos 6rgaos formados e
funcionando (Kimmel et al., 1995). As larvas eclodem com cerca de 48 a 72 hpf,
gradualmente apoés a eclosao, vdo consumindo a vesicula vitelina até o0 momento em
gue seu tubo digestivo e a boca completam seu desenvolvimento, por volta de 15 dias

apos a fecundacao.
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3.1 INTRODUCAO

As tecnologias modernas empregadas pelas industrias alimenticias para a
conservacao, estocagem, e distribuicdo dos alimentos exigiram o uso de produtos
quimicos durante sua fabricacdo denominados de aditivos alimentares. Os aditivos
sdo substancias quimicas intencionalmente adicionadas aos alimentos com intuito de
melhorar a qualidade do produto final. No alimento, os aditivos desempenham
diversas fungcdes como aumentar o tempo de conservagao, melhorar o desempenho
fisico e quimico, realcar ou modificar o sabor, e impedir as ac6es microbiolégicas
(Tomaska e Brooke-Taylor, 2014; Ferreira e Carocho, 2017).

O emprego dos aditivos pode trazer beneficios aos alimentos, entretanto o seu
uso indiscriminado também pode ser prejudicial & saude do consumidor, visto que
reacdes adversas podem ser causadas por excesso da sua ingestao, tais como efeitos
toxicos no sistema nervoso (Ozturk et al., 2011; Kencebay et al., 2013; Grings et al.,
2014), alteracdes citoldgicas, histopatoldgicas e genotoxicas (Hobbs et al., 2012;
Mahmoud et al., 2015, Sahin et al., 2015), alteracbes mutagénicas e carcinogénicas
(Lamariano et al., 2015), também foi descoberto sua associacdo com a producao de
ERO’s (Ansari e Mahmood, 2016). Os conservantes em particular, sdo uma das
classes dos aditivos que ao sofrerem transformacfes quimicas no organismo pos-
ingestdo geram compostos potencialmente toxicos, exemplos disso se déo pelo
consumo de nitratos e nitritos que formam endogenamente composto n-nitrosos que
apresentam efeitos carcinégenos e teratogénicos (Lamariano, 2015), e os sulfitos que
ao serem metabolizados geram radicais enxofre e superdxido que na presenca de
oxigénio induzem a disfuncées mitocondriais e dano no acido desoxirribonucléico
(DNA) (Ozturk et al., 2011).

O estresse oxidativo € uma condicao patologica em que ocorre desequilibrio
entre a producdo de compostos oxidantes e sua remocao pelo sistema antioxidante,
favorecendo assim, a geracdo de radicais livres em excesso como ERO’s e ERN’s
(Sinha e Dabla, 2015). Estas espécies reativas sdo bastante conhecidas por causarem
danos a diversos componentes celulares como o DNA, as membranas celulares e a
mitocondria (McGarry et al., 2018). Os danos causados as proteinas, em especial as
gue participam dos complexos da cadeia respiratéria € significativo, pois compromete

a producéo de energia na célula. Sendo assim, a dieta € um dos fatores que podem
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levar a lesdo celular, pois é uma das principais vias de exposicdo a diferentes
compostos, visto que uma mistura complexa de agentes quimicos sdo encontrados
nos alimentos processados (Monteiro, 2009; Monteiro et al., 2013; Moubarac et al.,
2014).

Um novo modelo de vertebrado tem adquirido notabilidade para estudos de
bioenergética mitocondrial, o Zebrafish. Este modelo ganhou destaque nos ultimos
anos ap0s pesquisas conseguirem sequenciar 0 Seu genoma e 0 mesmo apresentar
mais de 70% de similaridade com o genoma de referéncia humano (Howe et al., 2013),
seus sistemas cardiovascular, nervoso e digestivo sao similares aos dos humanos,
assim como suas vias de sinalizacdo (Beliaeva et al., 2010). Umas das suas principais
caracteristicas séo alta taxa reprodutiva, reproducao externa e embrides fecundados
transparentes, o que permite 0 acompanhado direto de todos o0s seus estagios de
desenvolvimento (Doke e Dhawale, 2013). O emprego dos embrides em pesquisas
gue necessitem avaliagdes ou indugéo de processos malformativos € muito vantajoso,
uma vez que os processos podem ser aplicados sem sacrificio de nenhum animal,
além de ja dispor o conhecimento de todos os seus estagios de desenvolvimento
embrionario (Kimmel et al., 1995).

Atualmente muitos processos mitocondriais cruciais vém sendo estudados
utilizando o zebrafish como modelo animal (Azzolin et al., 2010; Steele et al. 2014),
principalmente os que avaliam a integridade mitocondrial: potencial elétrico de
membrana (AWm), transporte de Ca'?, acoplamento respiratério, respiracdo
desacoplada mitocondrial ou vazamento de protons, geracdo de ERQO’s pela cadeia
respiratéria (Pinho et al., 2013; Gibert et al., 2013; Steele et al,. 2014; Noble et al.,
2015; Zhao et al., 2016). Neste sentido, o presente estudo adotou como hipotese
central que os aditivos alimentares Sulfito de sodio, Nitrato de sédio e Nitrito de sddio
possuem potencial para interferir na organogénese e na bioenergética mitocondrial. O
primeiro objetivo do trabalho foi investigar se baixas concentracdes de sulfito, Nitrato
e Nitrito levam a malformacfes embrionarias. Subsequentemente, a bioenergética
mitocondrial e ageracdo de ERO’s e ERN’s foram avaliadas. Foram considerados o
consumo de oxigénio e a geracdo de espécies reativas, uma vez que estes parametros

desempenham um papel crucial para modulagéo da fungéo mitocondrial.
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3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Manejo dos Animais

O peixe-zebra adulto D. rerio (228 = 0,25 mg) foram adquiridos da Recife
Aquarios-PE e aclimatados na Universidade Federal de Pernambuco antes das
técnicas experimentais por quatro semanas em aquarios com 2 L e 2 x 2 m, cerca de
10 animais por aquario. Os mesmos foram mantidos a 26 °C sob o ciclo 14 h de luz e
10 h escuro, também foi monitorado o pH da agua (7,0). Os peixes foram alimentados
duas vezes ao dia com racdo D-50 plus por Tropical® até a saciedade. Todos o0s
protocolos foram aprovados pelo Comité de Etica e Uso Animal da Universidade
Federal de Pernambuco (Processo 23076.011093/2018-57).

3.2.2 Reproducéo

Os exemplares adultos (na proporcdo de 1 macho para 2 fémeas) foram
coletados dos aquarios no fim da tarde por volta das 16 h e foram colocados juntos
por 12 h em um aquario com fundo gradeado, para impedir que 0S mesmos se
alimentem dos ovos fecundados. As 8 h da manha seguinte, os peixes foram
recolhidos e devolvidos aos antigos aquarios e ovos fecundados foram coletados em

até 2 horas apos a fecundacéao (hpf).

3.2.3 Exposicao aos aditivos

Apbs serem fecundados, os embrides foram lavados com solug¢do tamponada
de agua filtrada e avaliados no microscépio Optico Zeiss Primo Star (ZEISS-Brazil),
descartando os que apresentavam alguma ma formacdo durante o periodo de
clivagem e blastula cerca de 2 a 7 hpf. Posteriormente, os embrides foram incubados
em placas de cultura com seis pocos huma densidade de 10 embrides/dose/poco. Os
embrides foram expostos a 5 ml dos aditivos sulfito de sédio, nitrato de sodio e nitrito
de sédio nas concentragfes de 50 mM (I) e 100 mM (ll), menores concentracdes dos
aditivos que apresentaram efeitos negativos durante o desenvolvimento dos embrides.

Paralelamente, foi realizada a exposi¢cédo dos embrides a solucdo tamponada de agua
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filtrada, para posterior comparacdo. Todos 0s ensaios foram realizados a temperatura
de 24°C.

3.2.4 Avaliacao do Potencial teratogénico

O desenvolvimento embrionério foi acompanhado utilizando o microscopio
optico Zeiss Primo Star (ZEISS-Brazil), foram feitas fotografias seriadas de todos os
embrides incubados a 24 hpf, 48 hpf e 72 hpf. Para avaliar o potencial de toxicidade
dos aditivos no desenvolvimento embrionario, foi analisado a morfogénese dos
embrides e calculado a area ocular, do pericardio e ventriculo do rombencéfalo
utilizando o software ImageJ®, além dos batimentos cardiacos que foram
contabilizados atraves da observacao do embrido ao microscépio optico, no tempo de

1 minuto. Todos os ensaios foram realizados a temperatura de 24 °C.

3.2.5 Respiracao

Os experimentos foram realizados a 24 °C sob agitacdo magnética continua no
eletrodo do tipo Clark oxygraph (Hansatech - United Kingdom). Foram
permeabilizados 20 embrides com digitonina a 50 uyM juntos com meio de reagao
contendo 125 mM de sacarose, 10 mM de HEPES, 2 mM de fosfato de potassio
(K2HPO4), 65 mM de cloreto de potassio (KCl) e 1 mM de cloreto de magnésio
(MgCl2), pH 7,2 (Leite et al., 2010). A atividade da NADH desidrogenase (Complexo
) foi avaliada utilizando um mix de substrato contendo 5 mM de piruvato, 5 mM malato,
5 mM glutamato e 5 mM a-cetoglurato, ADP, oligomissina e CCCP. A atividade da
Succinato desidrogenase (Complexo II) foi avaliada com o mix de substrato para o
Complexo I, 5 mM de succinato + 1 mM de rotenona como substrato, ADP,
oligomissina e CCCP. A rotenona foi necessaria para bloguear o complexo | e impedir
o fluxo reverso de elétrons. A atividade do Citocromo ¢ oxidorredutase (Complexo 1lI)
e do Citocromo c redutase (Complexo 1V) foi avalida com o mix de substrato, succinato
+ rotenona, Antimicina A e TMPD + Ascorbato como substrato do complexo Il e IV

respectivamente, e KCN.
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3.2.6 Producao de ERO’s

A producdo geral de ERO’s foi monitorada utilizando diacetato de 2',7'-
diclorodiidrofluoresceina (H.DCFH-DA) no espectrofluorimetro FP-6300 (Jasco
Corporation-Brasil). Foram incubados 20 embrides a 24 °C juntos ao meio de reagdo
descrito anteriormente por Leite et al.(Leite et al., 2010), por 20 min sob agitacao
magneética continua, na presenga de 10 yM de succinato, 0.5 uM de rotenona e 1 uM
de H2DCFH-DA. A fluorescéncia foi observada sob comprimentos de onda de 488 nm
de excitacdo e 525 nm de emisséo, e largura de fenda de 2.5 nm. Uma curva de
calibracao foi obtida com diclorofluoresceina (DCF). Os resultados foram expressos

em unidades de fluorescéncia (FU).

3.2.7 Producéo de Oxido nitrico

A geracdo de Oxido nitrico (NOe) foi estimada usando 2 uM de
Diaminofluoresceina-FM diacetato (DAF-FM-DA) com comprimentos de ondas de 495
nm de excitacdo e 515 nm emissdo por 20 min sob agitacdo magnética continua no
espectrofluorimetro FP-6300 (Jasco Corporation - Brasil). Para o experimento, 20
embrides foram incubados a 24 °C com meio de reacao descrito por Leite et al. (Leite
et al., 2010) junto com 10 pM de succinato, 0.5 yM de rotenona, 1 uM de SOD e 1 uM

de catalase.

3.2.8 Andlises estatisticas

Todos os experimentos foram analisados com ANOVA one-way e teste pos-
hoc de Tukey apoés verificacdo normal de Kolmorov-Smirnov. O teste de Student foi
usado para apenas duas comparac¢fes de médias. Os resultados foram considerados

significativos a partir de p <0.05.

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Avaliacéo do Potencial teratogénico
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Em ensaios preliminares, foi observado que concentragdes iguais ou acima de
1 M dos aditivos testados afetaram diretamente a sobrevida dos embrides, pois todos
0s embrides expostos morreram a essas concentragdes (dados néo publicados).
Apartir desssas andlises, foram testadas diversas concentracdes e a concentracédo de
50 mM foi a menor concentracao dos aditivos estudados que causou teratogenicidade
nos embrides expostos. A fim de comparar as principais diferencas encontradas no
desenvolvimento embrionério apds a exposicdo de uma concentracdo maior a que
apresentou efeitos, foi testado a concentracdo de 100 mM dos aditivos.

A exposicdo dos embrides ao nitrato de sddio esta representada na Figura 1.
Durante as primeiras 24 h ap6s a exposicdo o desenvolvimento embrionario
apresenta-se semelhante ao controle, porém, apos 48 h de exposicdo houve uma
reducdo na area do ventriculo rombencefélico de 5,338 + 0,009 para 3,996 + 0,30 mm?
na concentracdo | e 4,124 + 0,42 mm?na concentragdo Il. Apés 72 h de exposicéo foi
observado reducdo da area ocular de 60% na concentracédo | e de 25% na em
concentracao Il (p<0.0001). Entretanto, houve aumento de 2x a area do coracao nas
concentracdes (I e Il), consequentemente também ocorreu aumento da frequéncia
cardiaca (Tabela 1A). Ao final das 72 h foi observado atraso na eclosédo dos embrides
expostos ao nitrato de sédio, visto que 0os mesmos ainda se encontravam dentro do
coérion (Figura 1). Também ficou evidente aumento no saco vitelinico.

Durante a exposicédo dos embrides ao nitrito de sodio (Figura 2), nas primeiras
24 h de exposicdo nao foi verificado nenhuma anormalidade no desenvolvimento.
Apoés 48 h, foi observado reducdo de 16% e 12% da area do rombencéfalo nas
concentracgdes | e Il, respectivamente. Apos 72 h, ocorreu reducéo da area ocular e
aumento na area cardiaca em 10x, entretanto ocorreu diminuicdo da frequéncia
cardiaca nas concentracfes | e Il, de 107+ 9.41 bpm no contole chegando até 53 +
8.28 bpm na concentracdo Il (Tabela 1B). Semelhante ao que ocorreu com 0
conservante nitrato de sédio, ao final de 72 h de exposi¢cdo também foi observado
atraso na eclosdo dos embrifes expostos, pois 0s mesmos ainda estavam dentro do
cérion (Figura 2) e também foi visualizado aumento do saco vitelinico e edema
pericéardio.

O sulfito de sodio diferentemente dos outros conservantes, apresentou
alteracbes j4 nas primeiras 24 h de exposicdo. Foi observado retardo no
desenvolvimento embrionario nas concentragbes (I e Il) (Figura 3). Apos 48 h de

exposicao foi observado aumento na area do rombencéfalo de 88% na concentragédo
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| e de 143% na concentracdo Il (p<0,0001) (Tabela 1C). Contudo, os embrides
expostos ao sulfito na concentacad Il apesar de apresentarem aumento da area
rombencefélica ainda sim apresentavam retardo em seu desenvolvimento, pois 0s
mesmos ainda encontravam-se na fase de segmentacao, diferentemente do controle
gue se apresentavam na fase faringea. Apdés 72 h de exposi¢cdo houve reducdo da
area ocular (Figura 3) nas concentracdes (I e II). Na concentragéo | também ocorreu
aumento de 79% da area cardiaca acompanhado de edema no precario, ja na
concentracdo Il houve uma reducdo de 33% da area cardiaca (Tabela 1C). No que
diz respeito a frenquéncia cardiaca, houve uma pequena variagdo no sulfito a
concentracéo | (de 108 £ 9.74 bpm no controle para 111 + 0.95 bpm) e n&o foi possivel

contabilizar os batimentos cardiacos na concentragao ll.

3.3.2 Respiracao mitocondrial

O trés conservantes testados alteraram a velocidade de consumo do oxigénio
no complexo | (Tabela 2) ja no instante em que as mitocondrias foram energizadas
com o mix de substratos (estado 2), o nitrato de sédio na concentracao | (2.234 + 0.30
nmol/O2/min ), nitrito de sddio na concentracédo Il (0.957 + 0.14 nmol/O2/min) e o sulfito
de sodio na concentracao | (2.444 £+ 0.29 nmol/O2/min). Em relagéo ao consumo de
oxigénio durante a fosforilacdo oxidativa (estado 3), somente o nitrito 1l apresentou
diferenca em comparacédo ao controle (p=0.003). O estado de inibicdo da fosforilacéo
oxidativa (estado 4) somente nitrato de soédio | e Il e o sulfito na concentracéo |
apresentaram-se diferente estatisticamente do controle, (p=0,02, p=0,006 e p=0,003
respectivamente). No que diz respeito ao estado respiragdo maxima (CCCP) o nitrato
de sodio | e Il, sulfito I, e o nitrito || apresentaram diferenctes em relagéo ao controle.
A razdo entre a velocidade da respiracdo ap6s a adicdo de ADP (estado 3) e a
velocidade do estado basal (estado 4) obtida apés consumo de ADP, corresponde ao
Controle Respiratorio (CR). No CR do complexo | foi observado que todos os aditivos
em suas concentracdes (I e Il) apresentaram-se diferentes do controle (p <0.007).

No complexo Il (Tabela 3), apos o fornecimento de succinato+rotenona (estado
2) e energia (estado 3) os aditivos nitrito de sédio na concentragdo Il e sulfito de sédio
Il apresentaram-se diferentes do controle (p<0,005, p<0,03, respectivamente). O
consumo basal de oxigénio (estado 4), os aditivos nitrito | (1.403 £ 0.24 nmol/O2/min)

e nitrato Il (1.481 = 0.22 nmol/O2/min) aumentaram a velocidade de consumo de
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oxigénio, quando comparados ao controle (0.913 + 0.12 nmol/O2/min). A respiracao
maxima na cadeia respiratoria dos embrides (CCCP) foi prejudicada pelo sulfito de
sédio na concentracdo I, assim como no CR em que 0 mesmo apresentou menor
valor entre os demais aditivos (1.414 + 0.05 nmol/ Oz/min). Do mesmo modo como
ocorreu no complexo |, todos os aditivos interferiram no controle respiratério do
complexo Il. Nos complexos Ill e IV (Tabela 4), o nitrito de s6dio e o nitrato de sédio
nas concentracbes | e Il e o sulfito na concentracdo | apresentaram-se
estatisticamentes diferentes do controle em relagdo a inibicdo do complexo Il por
Antimicina A (AA) (p<0,04, p<0,02). Em relacdo ao complexo 1V, todos os aditivos

mostraram-se diferentes apos exposi¢cdo em comparacao ao grupo controle.

3.3.3 Producéo de ERO’s

A producao geral de ERO’s foi semelhante entre o sulfito de sédio e o nitrato
de sodio nas duas concentracdes (I e Il) (Figura 4). Entre os trés aditivos testados, o
sulfito foi 0 que apresentou maior producéo inespecifica de ERO’s. O nitrito de sodio
no tempo de 1200 s na concentracdo | apresentou 1,0 F.U similar ao controle (Figura
4A), e na concentracao Il apresentou 0,8 F.U (Figura 4B); demonstrando que a
geracdo de EROS é estatisticamente semelhante ao controle e que 0 mesmo
apresenta menor probabilidade de dano por ERO’s. Nos primeiros 200 s o sulfito na
concentracdo | apresentou producéo elevada de ERO’s em comparacdo ao nitrato
também na concentracao |, obtendo valores de 0,8 F.U e 0.2 F.U respectivamente
(Figura 4A), e seus tracados s6 se encontram no tempo final de 1200 s. Resultados
diferentes ocorreram na concentracao Il, com maior producédo de ERO’s nos primeiros
200 s para o nitrato e os seus tracados s6 chegam a se igualar em 600 s com a
producéo de 0,8 F.U. O sulfito apresentou aumento na producéo de ERO’s em relacéo

ao nitrato até os 1200 s.
3.3.4 Producéo de NO-
O nitrito de sédio mostrou alta suscetibilidade a biossintese de NO-, enquanto

o nitrato de sodio apresentou-se equivalente ao controle nas duas concentragdes (I e

II) (Figura 5A e B). O tracado do sulfito de sddio apresentou-se continuo nas duas
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concentracgdes (I e 1) com valores muito baixos na concentracdo | de 0,1 F.U, e 0 na

concentragéo Il ao final de 1200 s.

3.4 DISCUSSAO

Todos os aditivos testados causaram defeitos significativos durante o
desenvolvimento embrionario. O nitrato de sédio e o nitrito de sddio agiram de forma
semelhante no embrido, ambos foram capazes retardar o desenvolvimento normal do
rombencéfalo e do olho. O rombencéfalo é a parte do tronco encefalico embrionario
composto pelo metencéfalo e pelo mielencéfalo. Depois que completar seu
desenvolvimento, o metencéfalo dara origem ao cerebelo e a ponte, e o mielencéfalo
originard o bulbo raquidiano e a medula (Rea et al.,, 2015). Diversas funcbes séo
desempenhadas por essas estruturas tais como: fun¢des autbnomas de respiracao,
controle da frequéncia cardiaca e presséao arterial; manutencao do equilibrio através
do controle muscular e dos movimentos voluntarios e conduc¢éo de impulsos nervosos.
Malformacd@es relacionadas ao desenvolvimento cerebral podem ser associadas aos
nitratos e nitritos, visto que ja foi reportado que as nitrosaminas Sao responsaveis por
causarem defeitos no tubo neural em bebés (Coren et al., 2001). Com relacédo ao
coracao, o0 nitrato e o nitrito causaram cardiomegalia, uma patologia caracterizada
pelo aumento do volume cardiaco devido a defeitos congénitos no coracdo ou de
vasos sanguineos que transportam sangue para o coracdo (Mehta e Chidambaram,
1992). Neste sentido, ja foi demonstrado que a exposicdo de embrides do zebrafish
ao nitrito causou defeitos em valvulas cardiacas (Li et al., 2014). Isso explicaria a
reducdo observada na frequéncia cardiaca neste estudo. Resultados semelhantes
foram relatados sobre a exposi¢ao do nitrito de sédio em larvas do zebrafish, nelas as
alteracoes teratogénicas mencionadas foram de edema no saco vitelinio, edema no
pericardio, malformacdes craniofaciais e reducédo do tamanho dos olhos (Simmons et
al., 2012).

Dentre os aditivos, o sulfito de sédio foi o Unico capaz de provocar retardo no
desenvolvimento embriondrio ja nas primeiras 24 h de exposi¢cdo. Os embrides do
zebrafish com 24 h encontram-se na fase de segmentacéo segundo Kimmel et al.,
(Kimmel et al., 1995), entretanto os embrides expostos as concentracdes (I e Il) do

sulfito com 24 h ainda permaneceram na fase de gastrulagédo. O sulfito de sodio
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também foi responsavel por causar hipertrofia cardiaca acompanhada de edema no
pericardio (Figura 3), caracterizado pelo acumulo anormal de liquido na cavidade
pericardica, causando aumento da pressao intrapericardica e consequente
interferéncia negativa na frequencia cardiaca (Spodick, 2003). A possivel explicacédo
da auséncia de batimentos cardiacos e a reducéo significativa da area cardiaca apés
a exposicdo do sulfito a concentracéo Il € que os compostos derivados de SO, podem
modular os canais de sédio (Na) dependentes de voltagem em midcitos cardiacos.
Esta modulacdo envolve aumento do pico de Na com mudancas na inativacao e
ativacao dos canais de Na, que por consequéncia acarretam em varias cardiopatias e
a morte subita cardiaca (Nie e Meng, 2005). Assim como 0s outros conservantes
testados o sulfito também causou diminuicdo do tamanho ocular, e foi responsavel
pelo aumento na area do rombencéfalo. Um estudo recente realizado em humanos
aponta que o aumento do rombencéfalo é considerado um dos principais problemas
causados no feto, provocando atraso em seu desenvolvimento, incapacidade
intelectual e convulsdes (Parrini et al., 2016).

O consumo de oxigénio pelo complexo | foi parcialmente afetado por todos os
aditivos, esse resultado é de extrema relevancia visto que a funcdo desempenhada
por este complexo é muito importante para o adequado funcionamento da cadeia
transportadora de elétrons. Neste sentido, ja foi observado que o0s compostos
nitrogenados reativos derivados dos nitratos, possuem interagcdo com o complexo | da
cadeia respiratoria, produzindo reducdo da sua atividade catalitica (Burwell et al.,
2006; Chouchani et al, 2013). Além de reduzir a ubiquinona, o complexo | também é
responsavel por bombear protons para o espaco intermembranar contribuindo para
gerar a forca motriz utilizada durante a sintese de ATP (Hirst e Roessler, 2016). A
NADH ubiquinona oxidoredutase também pode contribuir significativamente para o
estabelecimento de estresse oxidativo mitocondrial e producdo de ERO’s (Murphy,
2009).

Os aditivos nitrito de sédio e sulfito de sédio na concentracao Il foram capazes
de interferir na energizacao do complexo Il (estado 2), fosforilacdo do ADP (estado 3)
e na taxa de respiracdo maxima. Esse dado € muito importante, ja que a SDH é um
possivel local para geracdo de ERO’s na cadeia respiratoria (Quinlan et al., 2012;
Grivennikova et al., 2017), e a sua deficiéncia esta correlacionada com encefalopatia
grave (Rustin, 2002). Sobre as consequéncias causadas pela sua inibi¢cdo, ja foi

observado que uma inibicdo da SDH com 3NP induziu mais anormalidades no
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desenvolvimento em embrides de peixe-zebra do que a inibigdo do complexo | ou Il
(Pinho et al., 2013). A SDH também possui genes responsaveis pela supressédo de
tumores (Kluckova et al., 2013), e também foi descoberto que o complexo Il contribui
para a apoptose celular (Finsterer, 2008).

Os resultados demonstraram que na concentracdo | do sulfito de sédio e nas
concentracdes | e Il do nitrito de sodio e nitrato de sodio foram estatisticamente
diferentes do controle no estado de inibicdo do complexo Il (AA), em especial o sulfito
Il que teve o consumo de oxigénio mais prejudicado entre os demais aditivos. Neste
sentido j& foi identificado que um desbalanco no funcionamento do complexo |l
acarretou na morte de embrides do peixe-zebra (Chen et al., 2003; Figueira et al.,
2013; Pinho et al., 2013; Tahara et al., 2009). Foram relatadas que mutacfes no
complexo Il sdo responsaveis por causarem encefalopatias, perda auditiva (Moran et
al., 2010), atraso no crescimento fetal intrauterino e nascimento prematuro de bebés
(Feichtinger et al., 2017). Essa muta¢cfes também sao responsaveis por afetarem
diretamente o complexos | e interferir na formacao do complexo IV (Feichtinger et al.,
2017). As deficiéncias no complexo Il sdo responsaveis por causarem reducéo
moderada da atividade do complexo | (Haut et al., 2003), além da reducdo de
subunidades nos complexos | e IV (Gaignard et al., 2013).

Todos os aditivos interferiaram no consumo de oxigénio pelo complexo IV,
entretando o sulfito de sédio foi o aditivo em que o consumo de oxigénio foi mais
prejudicado. O sulfito de sédio também foi capaz de inibir a atividade do complexo IV
da cadeia transportadora no cértex cerebral de ratos (Grings et al., 2013). Esta inibic&o
causada pelo sulfito pode contribuir para a diminuicdo da sintese de ATP, como
demonstrado em estudos anteriores (Vincent et al.,, 2004; Zhang et al., 2004). No
organismo o sulfito é oxidado pela enzima mitocondrial sulfito oxidase (SO), que
mantem o0s niveis intracelulares em quantidades aceitaveis. A SO também é
responsavel por reduzir o citocromo c (utilizado como substrato para reacao) durante
a metabolizacdos dos sulfitos (Velayutham et al., 2016). O citocromo ¢ medeia o
transporte de elétrons entre a citocromo c-redutase (complexo Ill) e a citocromo ¢
oxidase (complexo V) durante a respiracdo mitocondrial e também assume um papel
importante como antioxidante por medear a remocéao do radical superoxido e impede
a condigcdo de estress oxidativo (Semak et al., 2005). Sendo assim, deficiéncias que
possam afetar o funcionamento da SO possuem interferéncia direta na atividade da

cadeia transportadora de elétrons gerando maior producéo de ERO’s (Velayutham et
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al.,, 2011), além disso também sdo responsaveis por causar anormalidades
neuroldgicas como retardo mental, convulsdes e microcefalia (Carmi-Nawi et al., 2011;
Wyse et al., 2019).

O CR avalia o acoplamento entre a transferéncia de elétrons pela cadeia
respiratéria e a fosforilacdo oxidativa (Miranda et al., 2005). No presente estudo foi
possivel identificar que todos os aditivos nas concentracdes testadas (I e Il) tiveram
capacidade de interferir no contole respiratorios dos complexos | e Il das mitocondrias
dos embrides.

Os ingredientes que compdes a dieta ao serem degradados no organismo,
levam a restricdo de nutrientes, afetam os niveis de vitaminas e minerais importantes

e também podem interferir na funcédo da cadeia transportadora de elétrons
(Kowaltowski, 2018), gerando assim compostos oxidantes. Sobre isso, foi observado
neste estudo que o sulfitto de sédio e o nitrato de sodio foram responsaveis por
produzir elevadas quantidades de ERO’s. O aumento na producdo de ERO’s esta
associado a disfuncao dos complexos na cadeia respiratoria e tem sido implicado em
varias doencas degenerativas e no envelhecimento biologico (Drose e Brandt, 2012).
Neste estudo foi obeservado que apenas o nitrito de sddio foi capaz de aumentar a

geracdo de NO-, diferentemente do sulfito de sddio que inibiu a sua sintese. O
NO- é um importante sinalizador celular, e atua em diversos sistemas no
organismo. Sua principal funcdo € como vasodilatador, atuando no relaxamento do
endotélio e na regulacéo da pressao sanguinea basal. O NO-« ainda assume um papel
importante na respiracdo, através da inibicdo da enzima citocromo ¢ oxidase
(Lundberg et al., 2018). Em concentrac¢des fisiolégicas o NO+ ndo € prejudicial ao
organismo, mas quando em excesso pode reagir com o radical anion Oz  gerando
DNOO:'. Altas concentragcdes de NO- e seus derivados (peroxinitrito, didéxido de
nitrogénio e nitrotirosinas) causam inibicao irreversivel da CTE, desacoplamento
mitocondrial, transi¢cdo de permeabilidade na membrana mitocondrial e morte celular
(Brown, 2001).

Diante das evidéncias observadas pelo presente estudo é possivel aceitar a
hipotese central deste trabalho, onde que os aditivos alimentares sulfito de sédio,
nitrato de sédio e nitrito de sodio interferem na organogénese e na bioenergética
mitocondrial, além de comprovar o uso do zebrafish na avaliacdo teratogénica de

conservantes alimentares ou até mesmo de outras substancias quimicas.
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3.5 CONCLUSAO

O acompanhamento do desenvolvimento embriondrio demonstraram que 0s
aditivos testados provocaram alteracdes fisiolégicas nos embrides do zebrafish. Em
especial as alteracBes provocadas pelo sulfito de sodio, causaram retardo no
desenvolvimento embrionério. Isso pode trazer consequéncias severas, visto que as
primeiras horas apés a fertilizacdo sdo essénciais para que as divisbes celulares
ocorram de forma correta e possam gerar todos os 6rgdos do feto.

Os aditivos estudados reduziram o controle respiratorio nos complexos | e Il e
interferiram negativamente na atividade do complexo IV. E o nitrato de sédio e o sulfito
de sddio ainda provocam aumento na sintese de ERO’s na mitocéndria., demostrando
seu efeito prejudicial a bionergética celular. Sobre isso, prejuizos que venham a afetar
0 controle respiratdrio, ou comprometer a atividade da cadeia transportadora de
elétrons, € muito significativo, pois podem provocar reducéo na sintese de ATP na
célula.

Portanto a identificacdo de pequenas doses de aditivos diariamente
consumidos que comprometam a funcdo mitocondrial é extremamente importante e
reafirmam a necessidade de controles mais precisos sobre a utilizagcdo destes
compostos quimicos, visto que o comprometimento da fisiologia mitocondrial
desencadeia uma série de processos que levam a condicdo de estresse oxidativo e

morte celular.
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Figura 1: Efeitos teratogénicos do nitrato de sddio em embrides do zebrafish.
Efeitos teratogénicos das concentrages de 50 mM e 100 mM do nitrato de sodio nos
embrides entre 24 e 72 horas pos-fertilizacdo. Os embrides contole ndo foram
expostos as concentracdes. O rombencéfalo, coracao e olho foram destacados com

tracados e setas coloridas em amarelo, vermelho e azul respectivamente.

Horas Controle 50mM 100mM
24h

48h

72h
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Figura 2: Efeitos teratogénicos do nitrito de sddio em embrides do zebrafish.
Efeitos teratogénicos das concentragdes de 50 mM e 100 mM do nitrito de sédio nos
embrides entre 24 e 72 horas pos-fertilizacdo. Os embrides contole ndo foram
expostos as concentracdes. O rombencéfalo, coracao e olho foram destacados com
tracados e setas coloridas em amarelo, vermelho e azul respectivamente. O edema

no pericardio é indicado pela seta verde.

Horas Controle 50mM 100mM
24h

48h

72h
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Figura 3: Efeitos teratogénicos do sulfito de s6dio em embrides do zebrafish.
Efeitos teratogénicos das concentragfes de 50 mM e 100 mM do sulfito de sédio nos
embrides entre 24 e 72 horas pos-fertilizacdo. Os embrides contole ndo foram
expostos as concentracdes. O rombencéfalo, coracao e olho foram destacados com
tracados e setas coloridas em amarelo, vermelho e azul respectivamente. O edema

no pericardio é indicado pela seta verde.

Horas Controle 50mM 100mM
24h

48h

72h
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Tabela 1. Efeitos teratogénicos e frequencia cardiaca dos embrides do zebrafish.

Areas e frequencia cardiaca dos embrides do zebrafish expostos as concentracbes

de 50 mM e 100 mM do nitrato de sdédio, nitrito de sddio e sulfito de sédio entre 24

e 72 horas hpf. A area do rombencéfalo foi calculada em 48 hpf, a area ocular e

cardiaca foi calculada em 72 hpf, valores expressos em mm?. A freqliéncia cardiaca

foi contabilizada com 72 hpf expressa em bpm / min- batimentos por minuto/minuto (n
=4). * p <0,01; ** p <0,0001; *** p = 0,03.

Efeitos Controle 50 mM 100 mM
A- Rombencéfalo 5.338 + 0.009 3.996 + 0.30* 4.124 + 0.42*
Nitrato Desenvolvimento
Sodio 34.7 +0.68 13.9 + 1.05** 26 + 0.64**
ocular
Coracao 5.625 +0.71 11.589 + 0.74** 12.424 + 0.49**
Frequéncia Cardiaca 111 +13.1 136.5+1.73* 144 + 7.4*
B- Rombencéfalo 5.361 +0.10 4.567 + 0.39* 4.781 + 0.59
Nitrito Desenvolvimento
Sodio 34.785 + 0.68 14.614 + 0.91** 10.892 + 0.76**
ocular
Coracéo 6.705 + 0.25 17.114 +1.03** 17.578 + 1.05**
Frequéncia Cardiaca 107 £9.41 73 £ 8.99* 53 + 8.28**
C- Rombencéfalo 5.351 + 0.09 10.329 + 1.04** 12.976 + 1.09**
Sulfito Desenvolvimento
Sodio 34.778 + 0.68 11.761 + 0.29** 12.067 + 0.17**
ocular
Coragao 6.707 + 0.25 12.196 + 0.72** 4.586 + 0.57*
Frequéncia Cardiaca 108 +9.74 111 + 0.95 -
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Tabela 2. Consumo de Oxigénio pela NADH-Desidrogenase (Complexo ) dos

embrides do zebrafish.

Letras mailsculas representam diferencas entre 50 mM dos aditivos alimentares A
p<0.001; B p=0.02; C p=0.003; D p=0.0001; E p< 0.007quando comparados ao
controle. Letras minusculas representam diferencas entre 100 mM dos aditivos

alimentares a p<0.05; b p=0.003; ¢ p=0.006; d p<0.01; e p<0.002 quando comparados

ao controle. Valores expressos em nmol/O2/min, n=4 experimentos independentes.

Complexo | — NADH Desidrogenase

Estado 2 Estado 3 Estado 4 CCcCP RC

Controle 1.386 = 0.02 1.831 +0.37 0.839 £ 0.20 1.368 + 0.13 2.204 £ 0.21

50 mM 2.234+0.30~ 2.420+0.33 1.466+0.39°8 1'993[;_r 0.18 2.021+0.24F
Nitrato

100 mM 1.962 +£0.24 1.930+024 1.499+0.10°¢ 1.781+0.10¢9 1.288+0.15¢

50 mM 1.534 +0.14 1.573+£0.23 1.252 + 0.07 1.263+0.09 1.253+0.12F
Nitrito

100 mM 0.957+0.142 0.861+0.23° 0.781+0.15 0.901+0.18¢9 1.110+0.27°¢

50mM  2.444+029A 2387+030 1990%057  2117£020 4564, 037¢
Sulfito

100 mM 1.581 +0.51 1.561 +0.34 1.300 +£ 0.35 1.271+0.23 1.258+.0.34°¢
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Tabela 3. Consumo de Oxigénio pela Succinato Desidrogenase (Complexo Il)

dos embrides do zebrafish.

Letras maiusculas indicam diferenga estatistica entre os aditivos a 50 mM quando

comparados ao controle A p<0.006. Letras minusculas indicam diferenca estatistica

entre os aditivos a 100 mM quando comparados ao controle a p<0.005; b p<0.03.

Valores expressos em nmol/O2/min, n=4 experimentos independentes.

Complexo Il — Succinato Desidrogenase

Controle
) 50 mM
Nitrate
100 mM
50 mM
Nitrito
100 mM
_ 50 mM
Sulfito
100 mM

Estado 2 Estado 3 Estado 4 CCCP RC
1.873+0.13 2.391 £ 0.09 0.913+£0.12 2.115+0.10 2.647 £0.29
1.190+£0.22 2.018 £ 0.22 1.209+0.13 1.771+057 1.689+0.31*
2.023+£0.10 2.140+0.24 1.481+0.22° 1.978+0.13 1.461+0.202
1.790+0.12 1.983+0.22 1.403+0.24” 1.895+0.21 1.427+0.15%°

1.193+0.082 1.914+0.18° 1.221+0.08 1.803+0.23 1.568+0.10%2
1.978 £ 0.27 2.284 £ 0.37 1.253+£0.12 2.027+0.31 1.822+0.23%
1.336+£0.302 1.617+0.29° 1.140+0.17 1.393+0.27¢ 1.414+0.05°%
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Tabela 4. Consumo de Oxigénio no Complexo Ill e IV dos embrides do zebrafish.

Letras maiusculas indicam diferenca estatistica a 50 mM entre os aditivos quando

comparado ao controle A p<0.04; B p=0.0001. Letras minUsculas indicam diferenca

estatistica a 100 mM entre os aditivos quando comparado ao controle a p<0.02; b

p<0.0001. Valores expressos em nmol/O2/min, n=4 experimentos independentes.

Controle

50 mM
Nitrato

100 mM

50 mM
Nitrito

100 mM

50 mM
Sulfito

100 mM

AA TMPD+Asc KCN
0.640 +0.19 13.92 +1.53 9.881 +1.68
1.011+0.15% 2.319+054°® 0.985+0.45°®
1.165+0.22 2 1.298+0.10° 0.700 £0.16 °
1.237+0.14 4 1.712+0.30® 1.224 +0.22
1.162+0.29 @ 1.686+0.25° 1.444 +0.47°
1.235+0.184 2.521+0.25°® 1.599+0.41°
0.978 + 0.04 1.235+0.08° 1.184 +£0.03°
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Figura 4 - Producédo de ERO’s por DCF-FM-DA.

Producédo de ERO’s monitorizada pelo DCF+ succinato e rotenona como substrato. A
figura “A” representa o ensaio comparativo entre o controle e os aditivos a 50 mM, a
figura “B” representa o ensaio comparativo entre o controle e os aditivos a 100 mM. *
Indica diferencas estatisticas * p <0,03; ** p <0,02. n=3 experimentos independentes.
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Figura 5. Producao de 6xido nitrico por DAF-FM.

A produgdo de NO - foi continuamente monitorizada com DAF-FM suspenso em
tampdo respiratério + 1 uM de catalase e 1 pM de SOD. O experimento foi realizado
com uma mistura de piruvato, malato, glutamato e acido a-cetoglutarato como
substrato. A figura “A” representa o ensaio comparativo entre o controle e os aditivos
a 50 mM, a figura “B” representa o ensaio comparativo entre o controle e os aditivos
a 100 mM. * Indica diferencas estatisticas p <0,001 e ** p <0,0001. n=3 experimentos

independentes.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo comprova a utilidade do zebrafish na avaliacdo do potencial
teratogénico de conservantes alimentares, bem como para estimar o status
bioenergético mitocondrial. Considerando que o genoma do peixe-zebra possui alta
similaridade com o genoma de referéncia humano, as informagdes obtidas em estudos
utilizando o zebrafish podem levar a resultados aplicaveis & humanos. Neste sentido
€ possivel assumir que os aditivos Nitrito de sodio, Nitrato de sodio e Sulfito possuem
efeitos toxicos. Notadamente para (1) Integridade embrionéria, (2) consumo de
oxigénio por tecidos permeabilizados, (3) geracdo de ERRO’s e (4) biossintese de
oxido nitrico. Neste sentido, considerando a inclusédo planejada de Nitrito de sodio,
Nitrato de sodio e Sulfito em uma elevada gama de alimentos processados, obter
informacdes sobre efeitos subletais destes compostos quimicos adquire relevancia
tendo em vista padrdes de qualidade e seguranca alimentar. Especialmente quando
se tem especulado sobre como a alimentacao esta envolvida em algumas morbidades

e em condi¢des patoldgicas de etilogia desconhecida.
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