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Resumo: O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito do consumo de ion nitrito na
morfologia dos 6rgdos genitais e na bioquimica do sangue dos ratos machos da linhagem Wistar. Os ratos
foram divididos em dois grupos: controle (CO) e nitrito de sédio (NI). Os ratos do grupo NI receberam
uma dieta liquida de solugéo de nitrito de sddio a 200 mg.L ™. As analises morfoldgicas do sistema genital
dos ratos foram prostata, glandula seminal, epididimo direito e testiculo direito. As analises bioquimicas
do sangue dos ratos foram glicemia, colesterol total, proteina total e albumina. O antigeno prostatico
especifico (PSA) foi determinado pelo método rapido imunocromatografico. Os principais resultados
mostraram que os ratos do grupo NI apresentaram massas da prostata e do epididimo maior e menor,
respectivamente, comparados com os ratos do grupo CO. Néo apresentaram diferencas significativas na
glicemia, colesterol total, proteina total, aloumina e PSA nos grupos CO e NI. Concluimos que o
consumo de ion nitrito alterou a massa da prostata e do epididimo dos ratos da linhagem Wistar.

Palavras-chave: Bioquimica, Morfologia, Nitrito, PSA.

Abstract: This study aimed to evaluate the effect of nitrite ion consumption in the morphology of
the genital organs and the biochemistry of the blood of male Wistar rats. The rats were divided into two
groups: control (CO) and sodium nitrite (NI). Rats NI group received a liquid diet sodium nitrite solution
to 200 mg.L*. Morphological analysis of the genital system of rats were prostate, seminal gland, right
epididymis and right testicle. The blood biochemistries analysis of the rats were glucose, total cholesterol,
total protein and albumin. The prostate specific antigen (PSA) was determined by rapid
immunochromatographic method. The main results showed that the NI group rats showed masses prostate
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and epididymis higher and lower, respectively, compared with the CO group rats. No showed significant

differences in the glucose, total cholesterol, total protein, albumin and PSA in the CO and NI groups. We

conclude that the nitrite ion consumption changed the mass of the prostate and epididymis of Wistar rats.
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Introducéo

Muitos alimentos pereciveis necessitam do
emprego de substadncias quimicas que
possibilitam um aumento no tempo de
conservagdo. Atualmente, o uso dessas
substancias € permitido seguindo uma serie de
padroes tecnologicos e legais (OLIVEIRA;
ARAUJO; BORGO, 2005). Dentre as
substancias, o nitrito e o nitrato podem ser
encontrados em diferentes tipos de embutidos. O
uso de nitrito e/ou de nitrato tem por objetivos a
fixacdo de cor e preservacdo de suas
caracteristicas como agente antibacteriano
(YUAN et al., 2010). Brasil (1998) preconiza um
valor maximo de 150 mg.kg™* de nitrito de sodio.
No processo de producdo de embutidos carneos
sdo utilizados diferentes condimentos dentre eles
acucares e sais. Os sais dos ions de nitrito e
nitrato  conferem  caracteristicas  sensoriais
desejaveis e tem como funcdo a inibicdo do
crescimento de Clostridium botulinum. O nitrito
reage com as aminas e as amidas originando as
nitrosaminas e as nitrosamidas que sao
substancias com propriedades carcinogénica,
mutagénica e teratogénica (SHAHIDI; PEGG,
1994; OLIVEIRA; ARAUJO; BORGO, 2005;
DUTRA et al., 2007).

Bahadoran et al. (2015) relataram que o
consumo de nitrito e de nitrato em ratos
ocasionou alteragdes na tiredide indicando
caracteristicas cancerigenas. Esse experimento
mostrou que os ratos tratados com nitrato de
sodio apresentaram alteracbes hematoldgicas,
mais especificamente em células vermelhas,
modificando a estrutura e funcdo dos eritrocitos
(IVANOQV et al., 2014). Onyesom e Okoh (2006)
relataram que a formacdo das nitrosaminas esta
diretamente relacionada com casos de céancer
devido ao efeito carcinogénico em diferentes
espécies animais, inclusive ao homem.

Dellavalle et al. (2013) verificaram que o
consumo de carnes e embutidos, que contem 0s
ions nitrito e nitrato em sua composicdo, durante
um periodo de nove anos aumentou o nimero de
casos de carcinoma renal. Aschebrook-Kilfoy et
al. (2012) afirmaram que mulheres que
consumiam uma dieta rica de nitrito e nitrato
apresentaram uma maior incidéncia de casos de
cancer durante o periodo de 3 anos num hospital
nos Estados Unidos OMS (2015) apontou que o
consumo de carne processada, como 0 bacon,
salsicha e presunto, aumenta as chances de
desenvolvimento de cancer. Os aditivos (nitrito e

nitrato) contidos nesses tipos de alimentos sdo
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apontados como responsaveis pelo aumento do
risco de cancer colorretal (OMS, 2015).

Um marcador que é utilizado comumente
em cancer de prostata € o antigeno prostatico
especifico (prostate specific antigen, PSA). O
PSA é utilizado como ferramenta para um
diagnostico mais precoce dessa enfermidade
(LINDBLOM,; LILJEGREN, 2000; SUCKOW,;
WHEELER; YAN, 2009)

Com base nessas informagdes, o presente
estudo teve como objetivo avaliar o efeito do
consumo de ion nitrito na morfologia dos 6rgaos
genitais e na bioquimica do sangue dos ratos
machos da linhagem Wistar.

Material e métodos
Animais

Foi utilizado quatorze ratos machos da
linhagem Wistar com vinte e um dias de idade.
Os ratos foram adquiridos no Biotério Central da
Administracdo Geral da Universidade Estadual
Paulista — Campus Botucatu. O experimento
ocorreu no biotério das Faculdades Integradas
Regionais de Avaré, Sado Paulo.

Cada rato foi alojado em caixa individual
com maravalha estéril em ritmo diério de 12 h de
escuro e 12 h de claro. Os animais foram
divididos em dois grupos: controle (CO) e nitrito
(NI). O grupo CO recebeu uma dieta de agua
potavel e racdo sdlida Nuvital® e o grupo NI
recebeu uma solucdo de nitrito de sddio a 200
mg.L? e a mesma ragéo sdlida. As dietas liquida
e solida foram ad libitum. As mensuracfes da

massa corporea do rato (g), dieta liquida (mL) e

dieta solida (g) foram realizadas periodicamente
a cada trés dias até cento e vinte dias de idade.

Os ratos sofreram eutanasia com 120 dias
de idade por decapitacio. O protocolo
experimental seguiu os principios éticos e o bem
estar animal em pesquisa adotado pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA) no ambito do Ministério da Ciéncia,
Tecnologia e Inovagédo (Lei n.° 11.794, de 08 de
outubro de 2008). Todo 0 experimento seguiu 0sS
principios de biosseguranca.
Massas da proéstata, glandula seminal, testiculo
e epididimo

As massas (g) da prostata, glandula
seminal, epididimo direito e testiculo direito dos
animais foram mensurados em balanca analitica
Shimadzu® ap0s a eutanasia.
Analise bioquimica

O sangue de cada rato foi coletado em tubo
de ensaio limpo e estéril com heparina apés a
eutanasia. Os ensaios bioquimicos foram
glicemia, colesterol total, proteina total,
albumina e PSA. As determinacdes de glicemia,
colesterol total, proteina total e albumina
seguiram o método de espectrofotometria
estabelecido pelo kit Laborlab®. O PSA seguiu 0
método rapido imunocromatografico através do
kit Wama®.
Analise estatistica

Os resultados foram expressos em média +
desvio padrdo. A analise estatistica foi completada
para comparacdo entre as médias (Anova). Todas

as conclusdes foram realizadas no nivel de 5% de
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significancia, detalhe da metodologia empregada

pode ser encontrado em Montgomery (1991).
Resultados e Discussao

Os ratos do grupo NI apresentaram 10,05
%, 13,10 % e 13,26 % de massa corporea final,

ganho de massa corpOrea e consumo de ragdo

por dia, respectivamente, maiores que 0s ratos do
grupo CO. A massa corporea final, o ganho de
massa corpéreo absoluto e o consumo de racao
por dia nos ratos machos da linhagem Wistar
apresentaram diferencgas significativas (p<0,05)
nos grupos CO e NI (Tabela 1).

Tabela 01. Massa corporea inicial, massa corpérea final, ganho de massa corpéreo absoluto e consumo
de racdo por dia nos ratos machos da linhagem Wistar nos grupos CO e NI.

Parametros NI
Massa corpdrea inicial (g) 93,33+0,25a 93,33+0,25a
Massa corpdrea final (g) 401,33 +1,43 a' 44167174 Db
Ganho de massa corpdreo 308+03la 348.35+ 034 b
absoluto (g)
Consumo de ragléo por dia (g.dia” 2582+ 0,17 a 2925+ 0.19 b

! Teste Kramer-Tukey (p<0,05).
Na Tabela 2 mostra que o consumo de

liquido final por dia, 0 ganho de consumo de
liguido e consumo médio de liquido em ratos
machos da linhagem Wistar no grupo NI teve um
aumento de 12,65 %, 40,10 % e 10,52 %,

respectivamente, comparados com o grupo CO.

O consumo de liquido inicial por dia, de liquido
final por dia, ganho de consumo de liquido
absoluto e consumo médio de liquido em ratos
machos da linhagem Wistar nos grupos CO e NI

apresentaram diferencas significativas (p<0,05).

Tabela 02. Consumo de liquido inicial por dia, de liquido final por dia e ganho de consumo de liquido
absoluto e consumo medio de liquido em ratos machos da linhagem Wistar nos grupos CO e NI.

Parametros

CO NI

Consumo de liquido inicial (mL.dia™?)

Consumo de liquido final (mL.dia™)

Ganho de consumo de liquido absoluto
(mL)

Consumo médio de liquido (mL.dia?)

49,83 + 0,21 bt
131,67 +0,18 a
81,84 +0,07 a

36,78 + 0,06 a

33,67 +0,27 a
148,33+ 0,26 b
114,66 £ 0,10 b

40,65 + 0,09 b

! Teste Kramer-Tukey (p<0,05).
Os valores de glicemia, colesterol total,

proteina total e albumina nos sangues dos ratos
machos da linhagem Wistar ndo apresentaram

diferencas significativas (p>0,05) nos grupos CO

e NI. O teste de PSA foi negativo para 0s grupos
CO e NI apesar de que ocorreu um aumento
significativo (p<0,05) na massa da prostata no
grupo NI (Tabelas 3 e 4).
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Tabela 03. Média + desvio padréo de glicemia, colesterol total, proteina total, albumina e PSA nos grupos
CO e NI. Andlise estatistica (Anova) complementada com o teste Kramer-Tukey (p<0,05).

. Grupos
Ensaios P NI
Glicemia (mg.dL™) 146,40 + 10,54 a* 117,70 + 46,16 a
Colesterol total (mg.dL™?) 58,40 +7,10 a 60,20 + 8,30 a
Proteina total (mg.dL™?) 4,48 +0,95 a 5,90 + 0,43 a
Albumina (mg.dL™?) 3,44+0,94a 3,80+0,22a
PSA Negativo Negativo

Teste Kramer-Tukey (p>0,05).

A Tabela 04 mostra que as massas da
glandula seminal (CO: 1,873 g = 0,11 g e NI:
1,763 g £ 0,09 g) e do testiculo direito (CO:
1,761 g £ 0,11 g e NI: 1,437 g = 0,09 g) nédo
apresentam diferencas significativas (p>0,05)
entre os grupos CO e NI. Entretanto, as massas
de epididimo direito (CO: 1,550 g + 0,08 g e NI:

1,078 g £ 0,08 g) e da prdéstata (CO: 0,758 g +
0,05 g e NI: 1,237 g = 0,08 g) apresentam
diferencas significativas (p<0,05) entre o0s
grupos CO e NI. A massa da prostata foi
significativamente maior no grupo NI e a massa
do epididimo direito foi significativamente maior

no grupo CO.

Tabela 04. Média + desvio padrdo da massa (g) do epididimo direito, glandula seminal, prostata e testiculo
direito de ratos da linhagem Wistar nos grupos CO e NI. As linhas no histograma retratam as diferencas

estatisticas entre os grupos (p<0,05).

Estrutura anatémica

Grupos

NI

Glandula seminal
Testiculo direito
Epididimo direito

1,873g+0,11gat
1,7619+0,11ga
1,550 g + 0,08 g b

1,7639+0,099ga
1,4379g+0,09ga
1,0789g+0,08ga

Prostata 0,758 g+ 0,05a 1,2379g+0,08gb
Teste Kramer-Tukey (p<0,05).
Nowvelli (2005) relata que ndo foram racdo por dia no grupo. Novelli (2005) cita

observadas variacGes significativas na massa
corporea inicial, na massa corporea final e no
ganho de massa corporeo absoluto dos ratos nos
diferentes tratamentos que utilizaram glutamato de
sodio suplementada com fibras (BAGGER et al.,
1996). No nosso experimento, a massa corplrea
final e 0 ganho de massa corpdreo absoluto dos
ratos machos Wistar apresentaram diferencas
grupo  NI. O

significativo dessas massas pode estar associado

significativas no aumento

como o aumento significativo do consumo de

também que uma dieta hipercalorica pode
ocasionar 0 aumento significativo na massa
corporea inicial, na massa corporea final e no
ganho de massa corpoOreo absoluto. Ressaltamos
que a dieta sélida foi idéntica nos grupos (CO e
NI) e que o grupo NI recebeu uma dieta liquida de
solucdo de nitrito de sddio. Acreditamos em
algumas hipoteses pelo ganho de massa nos ratos
machos Wistar que receberam uma dieta liquida de
solucdo de nitrito de sodio, que podem ser (a) a

retencdo de liquidos, (b) o desenvolvimento da
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obesidade, e ou, (c) o inicio de um quadro de
sindrome metabdlica.

O consumo de liquido inicial por dia foi
maior no grupo CO. Mas no decorrer do
experimento, os ratos do grupo NI tiverem o
consumo de liquido final por dia, o ganho de
consumo de liquido absoluto e o consumo médio
de liquido maiores do que o grupo CO. Esse
aumento pode estar associado na necessidade de
consumir mais liquido para suprir a necessidade de
sede nos animais do grupo NI.

Martins (2006) verificou que o rato macho
Wistar controle ndo apresentou diferenca
significativa nos teores de glicemia, proteina,
colesterol, triglicérides, HDL, LDL e VLDL
comparado com o rato macho que recebeu uma
dieta suplementada com a-tocoferol. O mesmo foi
observado no nosso experimento com oS ratos que
receberam uma dieta liquida de solucdo de nitrito
de sodio. Esses dados podem indicar que o
consumo da concentragdo de ion nitrito no
experimento ndo interfere nos valores bioguimicos
do sangue. Essa auséncia de alteracdes
bioguimicas também foi observada nos testes de
albumina e de PSA. Essa auséncia de modificacdes
bioguimicas pode ser atribuida pela dosagem
utilizada no experimento que ndo foi capaz de
causar essas alteracdes. Ressaltamos que existem
poucos trabalhos na comunidade cientifica que
relatam os efeitos dos ions nitrito e nitrato em
estudo experimental na forma de administracdo
intraperitoneal ou via oral.

Na avaliacdo das alteracbes dos Orgaos

reprodutivos visto no presente trabalho, a prostata

foi o Unico Orgdo anatdmico que apresentou
aumento na massa. Sabemos que existe uma
correlacdo entre a o tamanho da prdstata e a
producdo de PSA relacionado a casos de cancer
(SUCKOW; WHEELER; YAN, 2009). No
presente trabalho ndo detectamos a producdo de
PSA no grupo que recebeu a dieta de nitrito. O
teste de PSA apresenta-se sensibilidade em sangue
de humanos (2,5 mg/mL) e 0 nosso experimento
utilizou sangue de ratos de linhagem Wistar. Esse
pode ser o motivo da auséncia da eficiéncia
robusta do teste de PSA em ratos (CATALONA,
2000; CHRISTENS, 2000; LODDING, 1998;
WANG, 1979). Apesar de ndo ser possivel
afirmarmos que a alteracéo prostatica seja devido a
uma alteracdo cancerigena, essa hipdtese nao pode
ser descartada devido aos fatores limitantes do
teste utilizado como ja citado acima, bem como as
alteracdes prostaticas estarem possivelmente numa
fase inicial onde os limites de deteccdo
possivelmente se encontrarem baixos. Observamos
no experimento que a massa do epididimo diminui
com 0 consumo de ion nitrito. Com base nesses
resultados, ressaltamos que pesquisas futuras com
testes moleculares nos tecidos da prostata e do
epididimo sdo necessarias para confirmar essa
hipotese cientifica.

O nosso experimento podera oferece
subsidios para experimentos futuros em modelo
experimental com roedores, uma vez que na
literatura cientifica existem poucos estudos
realizados sobre os possiveis danos que o nitrito e
0 nitrato podem oferecer no organismo e sua

relagdo com o cancer prostatico e do epididimo.
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Conclusao

De acordo com a analise dos resultados

obtidos pelo presente estudo, conclui-se que:

O consumo de ion nitrito aumentou a
massa corpérea dos ratos machos da
linhagem Wistar que podera ocasionar uma
sindrome metabdlica, mas para confirmar
tal hipotese, devera ser realizados mais
estudos sobre o tema.

A concentragdo de ion nitrito, consumido
durante o experimento pelos ratos machos
da linhagem Wistar, ndo alterou o perfil
bioquimico do sangue.

O consumo de ion nitrito alterou a massa
da prostata e do epididimo direito dos ratos
da linhagem Wistar. Esta concluséo reforcga

a necessidade de experimentos futuros

sobre o tema.
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