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RESUMO

PARAMETROS SANGUINEOS, DE CITOTOXICIDADE E DE BIODISTRIBUICAO
DE Cr EM OVINOS SUPLEMENTADOS COM CrPic. Bruno Stéfano Lima Dallago e
Helder Louvandini, Professor Doutor, Brasilia/DF. A biodistribuicdo ¢ os efeitos da
suplementagdo oral de picolinato de cromo (CrPic) sobre diversos pardmetros sanguineos e
sua possivel toxicidade sobre figado, rins, pulmdes, coragdo e testiculos foram investigados.
Vinte e quatro cordeiros foram tratados com quatro diferentes concentragdes de CrPic:
placebo, 0,250, 0,375 e 0,500 mg de CrPic/animal/dia durante 84 dias. A dieta basal foi
composta por feno de Panicum maximum cv Massai e concentrado. Sangue e soro sanguineo
foram colhidos quinzenalmente e analises de hemograma, leucograma, leucograma diferencial
e testes bioquimicos séricos foram realizados. A urina foi colhida aproximadamente a cada 20
dias para avaliagdo da excrecdo renal de Cr. No dia 84 os animais foram eutanasiados e
amostras teciduais de figado, rim, pulmao, bago, coragdo, linfonodo, musculo esquelético,
osso e testiculo foram analisadas quanto as concentracdes de Cr. Devido a importancia
toxicologica e a relagdo entre a suplementagdo e a concentracdo tecidual de Cr observada
(p<0,05), andlises histopatologicas em figado, rim, coragdo, pulmao e testiculos foram feitas.
Diferengas significativas entre os tratamentos (p<0,05) foram observadas para volume
globular (dia 84), hemoglobina (dia 84), proteinas plasmaticas totais (dia 56 e dia 84),
monocitos (dia 56), eosindfilos (dia 56) e trigliceridios (dia 70). Nao houve relacdo
estatisticamente significante entre a suplementacdo de Cr e os achados histopatologicos,
embora alguns animais tratados com o elemento-trago tenham apresentado alteragdes
morfologicas. Assim, a suplementacdo com Cr permanece sob suspeita quanto a sua acao

fisiologica e tdxica, especialmente em ovinos.

Palavras-chave: Glicose sérica; Bioacumulacio; Leucograma; Nutricao; Histopatologia.
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ABSTRACT

BLOOD PARAMETERS, CITOTOXICITY AND BIODISTRIBUTION OF Cr IN
CrPic-SUPPLEMENTED LAMBS. Bruno Stéfano Lima Dallago and Helder Louvandini,
Professor Doctor, Brasilia/DF. The biodistribution and effects of chromium picolinate (CrPic)
oral supplementation on various blood parameters and their possible toxicity on liver,
kidneys, lungs, heart and testis were investigated. Twenty-four lambs were treated with four
different levels of CrPic: placebo, 0.250, 0.375 and 0.500 mg of CrPic/animal/day during 84
days. The base ration was Panicum maximum cv Massai hay and concentrate. Blood and
serum were collected fortnightly and analysis of blood count, leukocyte count, differential
leukocyte count and serum biochemistry tests were performed. Urine was collected about
each 20 days to evaluate the renal excretion of Cr. On day 84 the animals were euthanized and
tissue samples from liver, kidney, lung, spleen, heart, lymph node, skeletal muscle, bone and
testis were analyzed for Cr concentrations. As its toxicological significance and relationship
between supplementation and tissue concentrations of Cr observed (p<0.05),
histopathological analysis of liver, kidney, heart, lung and testis were made. Significant
differences between treatments (p<0.05) were observed for packed cell volume (day 84),
hemoglobin (day 84), total plasma proteins (day 56 and day 84), monocytes (day 56),
eosinophils (day 56) and triglycerides (day 70). There was no statistically significant
relationship between Cr supplementation and histopathological findings, although some
animals treated with the trace element have shown morphological changes. Thus,
supplementation with Cr remains in doubt about its physiological action and toxicity,

especially in sheep.

Key words: Serum glucose; Bioaccumulation; Leukogram; Nutrition; Histopathology.
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1.1. INTRODUCAO

A produtividade animal estd intimamente relacionada a quatro principais
pilares do processo produtivo, quais sejam: genética, sanidade, manejo e nutricdo do rebanho.
Esses quatro componentes interagem entre si de modo a fornecer os elementos necessarios a
produgdo animal. Por exemplo, um animal com alto potencial genético para produgdo, mas
que esteja sendo afetado por uma patologia, ndo serd capaz de expressar toda a sua
potencialidade genética. Do mesmo modo, um animal com abundancia de alimentos, porém
submetido a maus tratos ou ambiente inadequado, ndo serd capaz de gerar produtos (leite,
ovos, carne, etc.) com a qualidade ou quantidade em que o faria caso o manejo fosse
adequado. Quando esses quatro fatores sdo completamente satisfeitos, a producao animal
torna-se maximizada. Contudo, alcancar tal nivel de exceléncia, na pratica, ¢ dificil, embora
almejado. Na realidade, as restrigdes que se apresentam ao produtor (por exemplo, a
existéncia de uma doenga, ou a escassez de um nutriente na dieta) delimitam o nivel de
producao animal.

A capacidade que cada um desses componentes tem de modular o processo
produtivo ¢ alvo de constante pesquisa. Nesse sentido, diversos esforcos tém sido ensejados,
entre eles a pesquisa na area de nutri¢ao animal, visando principalmente aumentar a eficiéncia
produtiva. Dessa forma, a nutricdo tem focado o aumento da eficiéncia alimentar e da
producdo animal modificando ou adicionando elementos as dietas, ou ainda, através da oferta
de “novos” alimentos (subprodutos de industria ou rejeitos humanos com potencial nutritivo)
aos animais. No escopo do estudo da nutri¢do, a suplementacdo animal com diversos
elementos nutritivos ainda apresenta objetos de estudos para novas descobertas e melhoras no
processo digestivo.

Atualmente, a premissa de que “a nutrigdo ¢ um determinante da resposta
imunitaria, do nivel de estresse e do desempenho produtivo” ¢ amplamente aceita. Nesse
contexto, a importancia da energia ¢ da proteina dietética na expressao e manutencao dos
processos metabolicos que se traduzem no maior ou menor grau de desempenho animal estd
bem estabelecida. Entretanto, o papel dos minerais e, em particular dos elementos-trago, ainda
permanece obscuro apesar de diversos elementos, entre eles o cromo (Cr), serem apontados

como capazes de influenciar os parametros de saude, bem-estar ¢ desempenho animal.
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Pouco se sabe sobre a atuagdo de elementos-trago no desempenho produtivo,
reprodutivo e também nos niveis de estresse dos animais de produgdo, tanto no que se refere
aos mecanismos de acdo desses minerais quanto em relacdo ao resultado final de sua
suplementagdo sobre o organismo animal. Pesquisas recentes nesse campo da nutricdo tentam
elucidar essas questdes por meio da observacdo e analise dos resultados obtidos apds a
suplementagao dietética de diversos elementos separadamente.

O picolinato de cromo (CrPic) ¢ um mineral quelatado vendido como
suplemento alimentar para humanos e animais. Embora ndo exista consenso quanto a
essencialidade do Cr aos animais, diversos pesquisadores classificam este mineral como um
elemento essencial por estar envolvido em varios processos metabolicos. A principal agao do
CrPic envolve a potencializagdo da a¢do da insulina e assim, o metabolismo geral e outros
processos corporeos podem ser influenciados pela sua adicao na dieta.

Contudo, a utilizagdo desse mineral como suplemento alimentar envolve um
aspecto muito importante relacionado a inocuidade de sua administracao, pois o Cr ¢ um
metal pesado e possui potencial toxico, podendo acarretar danos ao material genético e aos
gametas, interferir sobre fungdes metabolicas essenciais ou formar compostos altamente
reativos (Merrill et al., 2001; Hodgson et al., 2004; Klaassen, 2006; Stoecker, 2006) o que
aumentaria o estresse oxidativo no organismo animal. Em adicao, existe o risco do processo
de bioacumula¢do, no qual as concentragdes do metal tendem a se elevar exponencialmente a
medida que os nutrientes vao percorrendo a cadeia alimentar.

Os produtores rurais ignoram esses riscos € muitos utilizam formulagdes de sal
mineral suplementados com Cr na dieta animal. Grande parcela de culpa deve-se a industria
de suplementos alimentares que independentemente de respaldo cientifico, vem adicionando
Cr ao sal mineral como se esse fosse um elemento infalivel, que “melhora o desempenho e o
sistema imunitario” ou como um ‘““fator nutricional anti-estresse”. Porém, ndo ha consenso na

literatura cientifica quanto aos efeitos benéficos da suplementa¢ao com Cr.
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1.1.1. Justificativa

Existem muitas questdes a se desvendar para que os efeitos associados a
utilizagdo do Cr como suplemento animal sejam bem conhecidos e entendidos. Entre essas
questdes merecem destaque: a real funcdo do Cr sobre o organismo animal, 0 mecanismo de
acao do mineral, se existem e quais sdo os efeitos adversos associados a sua administragao, se
ha ou ndo a ocorréncia de bioacumulagdo do metal e, em caso positivo, qual seria o 6rgao de
predilecdo? Quais sdo as doses recomendadas para a adicdo desse mineral a dieta e se a
suplementagdo alimentar com Cr pode realmente auxiliar o desempenho aumentando a
eficiéncia produtiva e reprodutiva.

Alguns pesquisadores tém revelado a importancia de mais estudos em relagao a
utiliza¢do de Cr ao indicarem a possibilidade de efeitos toxicos associados ao seu uso (Woski
et al., 1999; Stearns et al., 2002; Subramanian et al., 2006). Dallago et al. (2011) verificaram
que embora a suplementacdo de picolinato de cromo a ovinos ndo tenha provocado nenhuma
diferenca significativa sobre ganho em peso € no consumo alimentar, a adi¢do do mineral a
dieta interferiu negativamente sobre a populacdo de protozoarios ruminais agindo como um
agente defaunante. Adicionalmente, estudo conduzido por Dallago (2008) indicou que a
adi¢do de Cr na dieta ndo causa qualquer melhora na resposta imunitaria humoral, porém
afetou negativamente a resposta imunitaria celular, sendo um agente imunossupressor. Isso,
por sua vez, demonstra que a suplementacdo alimentar com este mineral pode nao ser
benéfica, indo de encontro aos interesses da industria de suplementos alimentares.

Portanto, definir a influéncia da suplementacdo de Cr sobre o metabolismo
corpdreo e seus possiveis efeitos toxicos auxiliara a esclarecer as vantagens, desvantagens e a
real necessidade de proceder com a suplementagao deste mineral na dieta dos animais de
producdo. Nesse sentido, a avaliagdo de varios parametros sanguineos, bem como o estudo de
moléculas séricas (hormodnios, enzimas, perfil de leucécitos, entre outras) e a confirmagao (ou
ndo) da inocuidade e seguranca da administragdo de CrPic, sdo imprescindiveis para
esclarecer as duvidas que pairam sobre o uso desse mineral como suplemento alimentar,

especialmente para ruminantes.
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1.1.2. Objetivos

O presente estudo teve por finalidade avaliar em ovinos os efeitos da
suplementagdo dietética de cromo (Cr) em doses crescentes sob a forma de picolinato de
cromo (CrPic) sobre alguns parametros sanguineos como o hematdcerito, glicemia,
trigliceridios, enzimas hepaticas e renais, além de avaliar os possiveis efeitos citotoxicos
associados ao mineral. Adicionalmente, este estudo visou mensurar a concentragdo de Cr em
diversos tecidos animais ap6s a suplementacdo com CrPic, procurando estabelecer possiveis

orgaos de eleicao para deposi¢do e acimulo desse mineral.

1.1.2.1. Objetivos especificos

Os objetivos especificos do presente trabalho visaram avaliar os efeitos das
diferentes doses suplementares de CrPic a ovinos sobre:

a) O hemograma completo;

b) Leucograma;

c¢) Perfil de enzimas hepaticas;

d) Perfil de enzimas renais;

e) A ocorréncia de processos patoldgicos, em nivel de microscopia Optica, no
figado, rim, pulmao, coracao e testiculo;

f) A concentracdo do mineral em diversos tecidos, utilizando para afericdao
dessas concentragdes, a espectrometria de massa indutivamente acoplada a

argonio (ICP-MS);
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1.2. REVISAO DE LITERATURA

1.2.1. Cenario da Ovinocultura Nacional e no Distrito Federal

Embora a ovinocultura no Brasil seja uma atividade em expansdo,
apresentando crescimento de 12,6% do rebanho (de 14,3 para 16,1 milhdes de individuos) no
periodo de 2002 a 2007 (Anualpec, 2007), o pais ndo ¢ auto-suficiente em carne ovina ¢
importa cerca de 80% da carne consumida. A carne nacional ndo tem qualidade para competir
com a do mercado externo e nem ¢ produzida em quantidade suficiente para isso. Mesmo com
o aumento da producdo nacional de carne ovina, ainda existe um déficit que, segundo as
estimativas, tende a persistir, pois a demanda é superior a oferta, dando espago para as
importagdes (Souza, 2006). Deste modo, maior eficiéncia do setor visando suprir o mercado
com carne em maior quantidade e qualidade pode reduzir a dependéncia da producdo externa
e incentivar o crescimento econdmico nacional.

No centro-oeste do Brasil, regido considerada favoravel a criagdo de ovinos em
virtude das condigdes climaticas e ambientais (Mariante et al., 2008), a ovinocultura se
instalou inicialmente como atividade de subsisténcia, constituindo importante fonte de
proteina na alimentacdo da populacdo em areas rurais. Contudo, a aplicacdo de tecnologia
adequada nos diversos campos do conhecimento como nutricdo, genética, reproducdao e
sanidade entre outros e a utilizacdo de técnicas de manejo apropriadas auxiliam no
desenvolvimento da ovinocultura como atividade econdmica, despontando na regido como

principal atividade em diversas fazendas (Ondei, 2004).

1.2.2. Historia da Utilizacdo do Cromo

O Cr foi descoberto na Russia no ano de 1765 por P. S. Pallas, mas o elemento
somente foi isolado em 1797 pelo quimico francés Louis-Nicholas Vaulquelin (1763-1829)
(Arfsten, 1998) que separou o metal ao tratar a crocoita (PbCrO4), um minério advindo da
Sibéria, com acido cloridrico diluido. O 6xido cromico (Cr,03), residuo dessa reagdo, quando

foi aquecido na presenga de carvao (agente redutor) produziu o metal Cr.
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O termo “cromo” que deriva da palavra grega chroma e significa “cor” foi
sugerido a Vaulquelin por Antoine Fourcroy para denominar o novo elemento devido as
varias cores de seus compostos (Asimov, 1980). Um ano apo6s a descoberta de Vaulquelin, o
quimico alemdo Tassaert encontrou o Cr em um novo minério chamado de cromita, cuja
formula molecular é (FeCrO,), (Webelements®™, 2008).

Em 1820, o dicromato de potassio ja era utilizado como pigmento em produtos
da industria téxtil e desde 1879 o minério cromita era rotineiramente utilizado na fabricagao
de refratarios de altas temperaturas (Arfsten, 1998). No inicio do século XX, o Cr tornou-se
um importante ingrediente das ligas metalicas resistentes a corrosdo, sendo utilizado
largamente com essa finalidade até os dias atuais (Ensminger et al., 1990).

A indicagao do Cr como nutriente alimentar somente foi suscitada em 1959,
apos a descoberta dos cientistas W. Mertz e K. Schwartz de que sais de Cr corrigiam o
metabolismo anormal de agucares em ratos alimentados com dietas baseadas no consumo de
leveduras (Ensminger et al., 1990). Posteriormente, diversos experimentos indicaram os
aspectos positivos da utilizagdo de Cr na alimentagdo (Jeejeebhoy et al. 1977; Abraham et. al.
1982a,b; Anderson, 1987), de modo que até hoje esse mineral ¢ utilizado como suplemento
dietético por humanos, em especial por atletas, no intuito de controlar o apetite, perder peso,
“melhorar” a composi¢do corporal — aumentando a propor¢ao de musculos — reduzir o
colesterol e prevenir o diabetes (Vincent, 2004). Entretanto, existem duvidas sobre a
eficiéncia e inocuidade do Cr como suplemento alimentar. Nas ultimas décadas inumeros
experimentos tentaram elucidar as conseqiiéncias da utilizagdo de Cr na alimentagdo, mas

apenas resultados controversos tém sido alcangados.

1.2.3. Caracterizacao Fisica e Quimica do Cromo

O Cr ¢ um metal de transi¢cdo pertencente a familia 6B da tabela periddica.
Possui nimero atomico 24 ¢ massa molecular de 51,996. Apresenta-se sélido a temperatura
ambiente e possui coloracao variando do cinza ao vermelho. O Cr elementar apresenta as
seguintes caracteristicas: temperatura de fusdao de 1900 °C, enquanto o ponto de ebuligdo ¢
2672 °C; possui densidade relativa (H,O=1) a 20 °C de 7,2 e ¢ insoluvel em agua (Silva e

Pedrozo, 2001). Ocorre na natureza em diversos estados de oxidagao, variando do CrracCr®
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(Pechova e Pavlata, 2007). Porém, os estados de oxidagdo mais comuns do Cr sdo as formas

. + + : x . .
tri e hexavalente (Cr™ e Cr™®, respectivamente), que sdo mais estaveis.

1.2.4. Cromo no Ambiente

Embora ndo seja objeto direto deste estudo, a presenca de Cr no ambiente,
independente de sua forma, pode interferir em maior ou menor grau sobre a quantidade de Cr
disponivel e at¢ mesmo na quantidade absorvida pelos animais de producao. Desta maneira, ¢
importante que os pesquisadores envolvidos no estudo do Cr estejam a par da ocorréncia e
comportamento do metal no ambiente como um todo.

A distribuicdo ambiental de compostos contendo Cr depende do potencial de
redox, do pH, da presenca de substancias oxidantes e redutoras, da cinética das reagdes de
reducdo, da formacao de complexos de Cr™ ou da formacdo de sais insoliveis de Cr™, além
da concentragdo total de Cr presente no sistema. Esta tltima varidvel depende, em sua maior
parte, da agdo do ser humano, isto ¢, regides industrializadas apresentam teores de Cr no
ambiente muito maiores que locais que sofrem pouca interferéncia do homem.

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (WHO, 2003) o Cr ¢ a
forma predominante nos solos ¢ isto deve-se ao fato de que o Cr'® ¢ facilmente reduzido a
cr’ pela matéria organica. Entretanto, a ocorréncia do mineral no solo, muitas vezes, ¢
resultado da agdo antropogénica. Por exemplo, solos proximos a depodsitos de lixo no Brasil
apresentaram concentragdes de Cr aumentadas de 1,5 a 3 vezes em relacdo a solos de
referéncia (Heitzmann, 1999).

Na 4gua, a concentragdo desse mineral varia de acordo com a presenga de
industrias ou da natureza dos solos (WHO, 2003), mas normalmente a concentragao de Cr nao
ultrapassa 2 ppb em meio aquoso (ATSDR, 2000). De uma maneira geral, o Cr™® possui
mobilidade relativamente alta em relagdo ao Cr” uma vez que esta forma é menos solavel que
aquela. No ar, tanto as formas tri e hexavalentes sdo encontradas, principalmente sob a forma
de aerossoOis e podem ser removidas através da chuva, sendo depositadas no solo (WHO,

2003).
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1.2.5. Cromo nos Sistemas Biologicos e Fontes de Cromo

O Cr adentra os sistemas bioldgicos, em menor escala, através da inalacdo de
particulas contendo o mineral, bem como, em maior escala, via oral pela ingestdo de adgua e
alimentos contendo Cr. Alguns autores consideram também a possibilidade de absor¢do
através da pele quando ha contato direto com o mineral (ATSDR, 2000). Em adicdo, o
fenomeno da bioacumulacdo ¢ uma via poderosa de introdu¢do do Cr nos sistemas:
organismos integrantes da camada primaria da cadeia alimentar, ao serem utilizados como
fonte de nutrientes pelas demais camadas, “carreiam” o mineral para os demais niveis
troficos. Assim, a entrada de Cr nos niveis primarios da cadeia alimentar € o principal fator
regulador da quantidade de Cr nos sistemas bioldgicos, em locais ndo poluidos ou que
recebem pouca interferéncia do ser humano, por exemplo, na exploracdo pecudria extensiva.

O Cr ¢ muito mais abundante nos solos, que nos vegetais. Puls (1994)
estudando solos canadenses verificou valores de 1 a 25 mg de Cr/kg de matéria seca de solo,
enquanto dados provenientes de solos britanicos sugerem uma abundancia maior do elemento
com valores entre 10 a 121 mg de Cr/kg de matéria seca de solo (Archer e Hodgson, 1987).
Em vegetais, os estudos realizados normalmente utilizam meios enriquecidos com Cr ou
ocorrem em areas contaminadas com o metal e visam, em sua maioria, averiguar a capacidade
das plantas em remover o Cr do solo, uma técnica conhecida por “fitorremediacdo”. Pouca
atencdo ¢ dada as espécies de plantas bem conhecidas ou com potencial agrondémico, mas
diversas andlises realizadas por McDowell et al. (1977) procuraram definir a concentragao de
muitos minerais (porém ndo o Cr) nas forrageiras tropicais. Essas andlises verificaram a
grande incidéncia de niveis deficientes ou marginais de minerais nas forragens. De qualquer
modo, as quantidades de Cr aferidas em outros estudos com alguns vegetais como o repolho e
a couve-flor ficam em torno de 1,6 a 2,0 mg de Cr/kg de matéria seca vegetal nos brotos
(Zayed et al., 1998).

Essa discrepancia entre os teores de Cr no solo e nos vegetais deve-se
provavelmente a relativa insolubilidade e inércia do Cr*, de modo que apenas o Cr'® fica
disponivel para as plantas (Olson et al.,1977b). Assim, pouco Cr ¢ absorvido pelos vegetais,
pois a maior parte do Cr no solo estd na forma trivalente. Contudo, o pH do solo ¢ um
importante fator modulador da capacidade de absorcdo de Cr pelas plantas. Olson et al.
(1977a) utilizando Cr radioativo (*'Cr) verificaram que a absor¢do de Cr” e Cr'® pelos

. N N ~ , + 7
vegetais ocorre de maneira inversa e que esta agdo ¢ dependente do pH: enquanto o Cr ¢é
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absorvido com maior intensidade em pH mais afastado da neutralidade (tanto acido como
alcalino), o Cr™® tem pico de absorcdo em pH proximo de 6, diminuindo a intensidade de
absor¢ao quando se distancia desse valor. Deste modo, em solos acidos como o do cerrado ¢
de se esperar maiores teores de Cr nas forragens quando comparadas com forrageiras de
outros locais. Porém esta diferenca ndo tende a ter muitos efeitos uma vez que a maior parte
do Cr absorvido pelas plantas se acumula na raiz (Olson et al., 1977a) e os animais
alimentam-se principalmente das folhas.

Os alimentos, em contraste aos solos, apresentam, em média, apenas 0,01 a 4,2
mg de Cr/kg de matéria seca, sendo que os cereais sdo relativamente mais pobres que as
leguminosas (Kabata-Pendias e Pendias, 1992). Entretanto, além do Cr advindo dos
alimentos, quantidades adicionais deste mineral provenientes do solo s3o ingeridas
acidentalmente por animais em pastejo (Underwood e Suttle, 1999), o que pode interferir
sobremaneira na quantidade de Cr disponivel no trato gastrintestinal. Apenas para
dimensionar a importancia do solo como fonte direta de minerais dietéticos a animais em
regime de pastejo, a ingestdo acidental de solo por ruminantes pode chegar a 20% da matéria
seca de sua dieta. Dados da Nova Zelandia sugerem uma ingestdo anual de solo de
aproximadamente 75 kg para ovelhas e 600 kg para vacas de leite (Healy, 1974 apud
McDowell, 1999). Esse tipo de ingestao ¢ favorecido quando os solos tém uma estrutura fraca
e drenagem pobre, além de elevada taxa de lotagdo (McDowell, 1999). Contudo, o consumo
de solo ndo deve ser encarado como benéfico uma vez que a absor¢do de diversos minerais
pode ficar prejudicada devido a interferéncias. Por exemplo, Rosa (1980) verificou que a
inclusdo de 10% de solo a dieta de ovinos reduziu significativamente a absor¢ao de fosforo.

Nos alimentos, quantidades em torno de 40 a 60 pg de Cr/kg de matéria seca
em um composto de tremogo, cevada e feno oferecido a ovelhas na Austrdlia foram
encontradas por Gardner et al. (1998), enquanto que Olsen et al.(1996) mensuraram 2,6 ug de
Cr/kg de matéria seca em uma dieta composta de milho e alfafa. Contudo, a forma na qual o
Cr esté presente na dieta pode ser mais importante que a quantidade do mineral. Anderson et
al. (1996a) determinaram a biodisponibilidade do Cr proveniente de diferentes fontes pela
incorpora¢ao do mineral em diversos tecidos de ratos. Nesse estudo, demonstrou-se que a
incorporagao de Cr nos tecidos ¢ altamente dependente da forma administrada, sendo que as
maiores taxas de incorporagdo ocorreram sob as formas de cromo-acido dinicotinico,
picolinato de cromo (CrPic), acetato de cromo, sulfato cromo-potdssico e complexos de
cromo/glicina. Em contraste, o cloreto de cromo foi avaliado como uma fonte pobre nesse

mineral em vista da sua baixa biodisponibilidade.
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Formas de Cr no estado hexavalente sdo mais soluveis que o Cr™ e quando
administradas diretamente no intestino sdo absorvidas 3 a 5 vezes melhor que a forma
trivalente (Anderson, 1987). Por outro lado, quando a administragdo ¢ oral, acredita-se que o
Cr'® é reduzido a Cr" antes de alcangar o sitio de absorgdo no intestino delgado, prejudicando
sua absor¢do (Doisy et al., 1976).

De um modo geral, sabe-se que as formas organicas de Cr podem ser
absorvidas com uma eficiéncia de 20 a 30 vezes maior que as formas inorgénicas (Starich e
Blincoe, 1983). Provavelmente as razdes para a baixa disponibilidade das fontes inorgénicas
de Cr™ estejam relacionadas a formacgdo de oxido de Cr insoluvel, que se liga a agentes
quelantes naturais no rumen ou a interferéncia de formas ionicas de outros elementos (zinco,
ferro e vanadium) (Borel e Anderson, 1984). Outros fatores que podem contribuir para esta
baixa disponibilidade das fontes inorganicas de Cr” sdo a auséncia de conversio, ou a
conversao muito lenta do Cr inorganico em Cr bioativo (Ranthotra e Gelroth, 1986) ou
quantidades insatisfatorias de acido nicotinico (Urberg e Gemel, 1987) que esta relacionado a
formas de utilizagdo de Cr, como o fator de tolerancia a glicose (GTF). Os complexos
organicos de Cr sdo conhecidos por sua alta disponibilidade biologica: experimentos com
ratos sugerem que 10 a 25 % do Cr presente na levedura de cerveja é absorvido (Underwood,
1977) enquanto apenas 0,55 (£0,28) % do Cr presente no cloreto de cromo (CrCls) foi
absorvido por ratos (Nielsen et al., 2009). Outras fontes naturais de Cr sdo o chocolate, a

pimenta e algumas carnes (Toepfer et al., 1973).

1.2.6. Papel Bioldgico do Cromo

Desde que Schwarz e Mertz (1959) demonstraram aumento na tolerancia a
glicose (capacidade de entrada da glicose nas células) em ratos apos a suplementagdo de Cr
trivalente, diversos estudos foram realizados com a finalidade de estabelecer o papel do
cromo sobre o metabolismo, imunidade e sobre os pardmetros produtivos. No entanto, com
excecao de sua influéncia sobre o metabolismo da glicose e atuacao junto a insulina, o papel
do Cr sobre outros aspectos tem apresentado resultados controversos.

Tezuka et al. (1991) demonstraram que o Cr possui propriedades antioxidantes
in vivo (por ser encontrado principalmente na forma trivalente quando no organismo animal) e

¢ importante na ativacdo de algumas enzimas ¢ na manutengdo da estabilidade de proteinas e
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acidos nucléicos (Borel e Anderson, 1984). A suplementacdo de Cr em humanos melhorou a
tolerancia a glicose em pacientes com diabetes tipo II, diminuiu os niveis de LDL séricos e
reduziu o teor de gordura corporal (McCarty, 1993). Em adi¢ao, McCarty (1994) levantou a
hipdtese de que a suplementagdo de Cr a longo prazo reverteria a tendéncia que o cérebro
apresenta em resistir a acdo da insulina com o aumento da idade, melhorando a fungao
hipotalamica e da glandula pituitaria, além de atuar sobre a homeostase da glicose, o que
inclui o controle do apetite, do metabolismo intermedidrio e da termorregulacao.

Por outro lado, estudo mais recente nao verificou qualquer efeito benéfico da
utilizagdo de Cr dietético (Vincent, 2003) e outras pesquisas apontaram o Cr como sendo
responsavel por danos ao organismo. Como exemplo, Stearns et al. (1995) afirmaram que o
picolinato de Cr causa danos aos cromossomos € Hepburn e Vincent (2003) relataram danos
oxidativos ao DNA in vivo. Ademais, Stearns et al. (2002) observaram danos as mitocondrias
e ocorréncia de apoptose, além de classificarem o metal como substancia mutagénica.

Contudo, essas variagdes de resposta ao cromo suplementar podem ter ocorrido
em funcdo da falta de uniformidade entre os estudos em diversos fatores: nos niveis corpdreos
iniciais de Cr dos animais, na quantidade de Cr disponivel na dieta basal, na forma com a qual
o cromo foi suplementado ¢ no tipo ou grau de estresse aos quais os animais foram
submetidos no periodo proximo ou durante o experimento.

Mesmo com a polémica em torno do papel desempenhado pelo Cr dietético no
metabolismo, no desempenho produtivo e atlético, na imunidade, nos parametros reprodutivos
e no tratamento de certas doengas, ¢ apesar da inocuidade desse micro-mineral ser
questionada de maneira contundente por muitos experimentos, no comércio de suplementos
alimentares, as vendas de produtos contendo Cr ficam atrds somente da comercializacdo de
suplementos contendo calcio e sdo estimadas em US$ 500.000.000,00 por ano apenas nos
E.U.A. (Mirasol, 2000). No campo da nutricdo animal, o comércio de produtos contendo Cr
para suplementagdo alimentar estd em franca expansdo. Ha no mercado diversos produtos
cujo principal apelo publicitdrio ¢ o aumento de rendimento dos animais, diminui¢do do
cortisol plasmatico, diminui¢do da liberagdo de acido latico além da melhora do status
imunitario.

Alguns experimentos visando avaliar a influéncia da suplementacdo de Cr
sobre os parametros produtivos foram realizados principalmente com bovinos, ovinos e suinos
(Page et al., 1993; Swanson et al., 2000; Mostafa-Tehrani et al., 2006;). Contudo os resultados
mostraram-se varidveis, mesmo se comparados intra-espécies. Isso pode estar relacionado a

hipotese levantada por alguns pesquisadores envolvidos no estudo do Cr que apontam a
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presenca de fator estressante (longas viagens, exercicios prolongados e restricdo alimentar
entre outros agentes estressores) como componente essencial para a ocorréncia de resultados
benéficos associados a suplementagcdo do mineral (Chang e Mowat, 1992; Moonsie-Shageer e
Mowat, 1993; Kegley et al., 1997).

Durante o estresse, o cortisol tem efeitos antagdnicos a insulina, evitando a
entrada de glicose nos musculos e tecido adiposo, economizando o carboidrato com a
finalidade de utiliza-lo em tecidos que possuam maior demanda como o cérebro ou o figado.
Como o Cr hipoteticamente aumenta a atividade da insulina, internalizando a glicose e
contrapondo-se a um dos efeitos do cortisol, pode-se postular hipotese de acdo “antiestresse”
para este mineral (Burton et al., 1993). Contudo, ndo h4 confirmacao de que o Cr atue
diretamente sobre o cortisol.

A literatura abordando os efeitos toxicos do picolinato de cromo ¢ escassa. No
entanto, a possibilidade de danos hepaticos causados pela ingestdo do mineral a médio e longo
prazo foi suscitada recentemente por Dallago et al. (2008) ao constatarem depositos elétron-
densos em nivel ultraestrutural em hepatdcitos de animais suplementados com o mineral, o
que, segundo os autores, provavelmente deveria estar associado a presenga, no figado, de
uma molécula conhecida por cromodulina que, por sua vez, contém Cr em sua composi¢ao.
Ademais, o figado ¢ o primeiro 6rgdo perfundido por substincias estranhas absorvidas
oralmente, o que explicaria um efeito toxico direto do Cr ingerido nesse 6rgao. Contudo,
outros 6rgaos podem ser alvos de efeitos toxicos associados a suplementacao de Cr.

De maneira mais contundente, Levina e Lay (2008) teorizaram o mecanismo de
acdo toxica do Cr e apontaram dois fatores como sendo cruciais para o desenvolvimento de
toxicidade do metal: a natureza da molécula ligante - por exemplo, o picolinato - e as
condi¢des de suplementagdo (quantidade e duracdo do tratamento). Nao obstante, esses
pesquisadores descreveram os principais efeitos toxicos do CrPic, dentre eles efeito
carcinogénico, ¢ foram amplamente apoiados por estudo (Stearns et al., 2002) que analisou

em nivel ultraestrutural os danos as células de ratos tratadas com este composto.

1.2.7. Possivel Mecanismo de Ac¢ao do Cromo

Vincent (2000) propds um mecanismo de agdo do Cr sobre a regulacdo da

glicemia no organismo animal (Figura 1.1) que ¢ descrito de forma sucinta a seguir. O
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receptor de insulina em sua forma inativa ¢ convertido em sua forma ativa pela ligacdo com a
insulina e consequente ativacdo de um mecanismo de fosforilagdo que permite a
internalizacdo da glicose. Esse mecanismo de fosforilagdo cria a sinalizagdo celular necessaria
a entrada de Cr na célula. Por sua vez, o mineral ira se ligar & apocromodulina, uma pro-
enzima existente nas células sensiveis a insulina que ¢ convertida em cromodulina quando na
presenca de Cr. A cromodulina entdo se liga ao receptor de insulina que ird aumentar ainda
mais a atividade fosforilativa e, assim potencializar a entrada de glicose na célula. Quando a
concentragdo de insulina diminui, a cromodulina ¢ excretada, levando consigo quatro

moléculas de Cr.

Glicose
Cr
Insulina \/
Apocromodulina — Apocromodulina mli“a
Cr G|

Glicose \

Insulina ¢ -Cr Insulina

&
| -Cr

——

Figura 1.1. Possivel mecanismo de agdo biologica do Cr. RI — receptor de insulina.
Fonte: Vincent (2000), com modificagdes.

1.2.8. Cromo como Suplemento Alimentar

Embora seja relativamente rara, a deficiéncia de Cr provavelmente esta

relacionada a sintomas similares aqueles da diabetes, pois na auséncia de Cr a atividade da
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insulina fica prejudicada. Esses sintomas podem incluir diminui¢ao da tolerancia a glicose,
crescimento prejudicado, diminui¢do da fertilidade, elevagdo da concentracdo de insulina
sérica, glicosuria, elevacdo das concentragdes de colesterol e triacilgliceréis no sangue,
desordens cerebrais, neuropatia periférica e trombose (Borel e Anderson, 1984). A Tabela 1.1
resume os principais achados clinicos relacionados a deficiéncia de Cr e as espécies que
foram envolvidas nas respectivas alteragdes. Contudo, confirmar o estado de deficiéncia de Cr
¢ extremamente dificil e embora diversos estudos tenham utilizado técnicas de tolerincia a
glicose para mensurar a resposta ao Cr suplementar, este procedimento ndo ¢ pratico quando

realizado com um grande numero de animais amostrados (Anderson, 1987).

Tabela 1.1. Sinais/Sintomas relacionados a deficiéncia de Cr e espécies envolvidas em cada processo.

Sinal/Sintoma Espécies
Intolerancia a glicose Humano, rato, mico-de-cheiro, porquinho-da-india
Hiperinsulinemia Humano, rato, suino
Glicostria Humano, rato
Hiperglicemia pos-prandial Humano, rato, camundongo
Crescimento prejudicado Humano, rato, camundongo, peru
Hipoglicemia Humano
Niveis séricos aumentados de colesterol Humano, rato, camundongo, bovino, porco
Niveis séricos aumentados de trigliceridios Humano, rato, camundongo, bovino, porco
Aterosclerose Coelho, rato, camundongo
Neuropatia Humano
Encefalopatia Humano
Lesoes de cornea Rato, mico-de-cheiro
Glaucoma Humano
Diminuiggo da fertilidade Rato
Diminuigo da quantidade de espermatozoides Rato
Diminui¢ao da longevidade Rato, camundongo
Diminui¢do do niimero de receptores para
Humano
insulina
Aumento da gordura corporal Humano, suino
Aumento da morbidade Bovino

Fonte: Anderson (1994), com adaptagdes.

O Cr talvez seja o metal de transi¢do mais controverso em termos de funcao
. O +6 . , o« . . . ~ . .
biologica. O Cr~ sabidamente ¢ um carcinégeno e uma das principais substincias nocivas

relacionadas a medicina do trabalho. Assim como os compostos tetra e pentavalentes, que sao
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altamente reativos, o Cr'® representa diversos riscos a satide humana e animal (Levina e Lay,
2005) de modo que sua utilizacdo como suplemento alimentar apresenta muitas
contraindicacdes. Ja o Cr trivalente vem, ha tempos, sendo questionado quanto a inocuidade
de sua utilizacdo para este fim, bem como nio existem provas cabais de seus beneficios.
Entretanto ¢ amplamente utilizado como suplemento alimentar por humanos e mais
recentemente foi introduzido na nutricao animal.

Ultimamente, os estudos realizados com Cr” em humanos tém visado o uso
desse mineral como um possivel nutracéutico para o tratamento de diabetes do tipo II,
enquanto em nutricdo animal os estudos tém procurado melhorar a produtividade e a
imunidade dos animais. As doses recomendadas a humanos nesses estudos, variam de 0,2 a
1,0 mg de Cr/dia por 1 a 10 meses (Stearns, 2007). Isto representa 6 a 40 vezes mais que a
dose total diaria recomendada pela ANVISA (2005) de 35 pg de Cr/dia. Especificamente em
nutricdo de ruminantes, o consumo de Cr tem sido feito sem controle, em misturas minerais
disponibilizadas ad libitum aos animais. Muitos compostos de Cr trivalente tém sido
utilizados na pesquisa envolvendo a suplementagdo alimentar deste mineral, entre eles o
propionato de cromo (Vincent e Davis, 2001), o L-histidinato de cromo (Anderson et al.,
2001), o nicotinato de cromo e o mais utilizado: picolinato de cromo (CrPic).

O CrPic, também conhecido por tripicolinato de cromo ou cromo tripicolinato,
possui formula [Cr(pic);], onde o termo picolinato representa o 2-piridinacarboxilato (Figura

1.2).

Figura 1.2. Estrutura quimica do picolinato de cromo (CrPic).
Fonte: Aboul-Enein et al. (2005).
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Estima-se que mais de 10 milhdes de pessoas por ano utilizam suplementos
contendo CrPic (Komorowski e Juturu, 2004). Entretanto, a comercializacdo de produtos
contendo essa substancia iniciou-se antes da aprovacdo do “Ato de Educacdo e Sanidade de
Suplementos Alimentares” (“Dietary Supplement Health and Education Act”) em 1994.
Assim, os suplementos utilizando esta molécula prescindem dos rigorosos testes utilizados
para a aprovacdo de vendas de suplementos que sdo compulsorios a todos os produtos
disponiveis aos consumidores apos a aprovacao do ato.

No Brasil, a legislagdo referente a suplementagdo alimentar para humanos ¢
responsabilidade da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e esta disponivel
nas Portarias SVS/MS 27 a 43, 222 e 223 de 1998. Para a suplementacdo na dieta de animais,
a responsabilidade passa a ser do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) por meio da Instru¢do Normativa N° 152, de 11 de Outubro de 2004 que, por sua
vez, nao faz qualquer referéncia especifica a utilizagdo de Cr na alimentagdo de animais, quer
seja de producdo como de companhia.

A suplementagdo de Cr sob a forma de picolinato demonstrou ser mais
eficiente em termos de absor¢do quando comparada a outras formas ou a compostos
inorganicos (Anderson et al., 1996b; DiSilvestro e Dy, 2007). Em adi¢ao, o CrPic foi a forma
de suplementagao eleita por todas as pesquisa financiadas pelo “National Institutes of Health”
para estudos clinicos com Cr (Komorowski e Juturu, 2004).

O CrPic ¢ estavel em solugdes aquosas e em fluidos gastricos sintéticos, além
de ser internalizado intacto pelas células (Hepburn e Vincent, 2003). Em ratos, a concentragao
de CrPic na urina e no figado tem pico em, no méaximo, 2 horas apds a aplica¢do intravenosa

do composto (Hepburn e Vincent, 2003).

1.2.9. Cromo, Estresse e Bem-estar Animal

O estresse ¢ um conjunto de eventos fisiologicos e comportamentais
normalmente com forte contedo emocional. Constitui um fendmeno inevitdvel na vida
animal, uma vez que qualquer evento que altere a homeostase ¢ capaz de iniciar uma resposta

de estresse (Schulkin, 2003).
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Na presenga de um estressor, ocorre liberagdo de neurotransmissores que
interagem com seus respectivos receptores. Essa sinalizacdo gera impulsos que sao analisados
e processados pelo sistema nervoso central que, por sua vez, encaminha a mensagem aos
orgdos efetores gerando a resposta ao estressor. Tanto a experiéncia prévia quanto fatores
genéticos envolvidos na formacdo do temperamento do animal interagem através de forma
complexa e determinam o tipo e¢ a intensidade da resposta ao agente estressor (Grandin,
1997). Assim, a resposta ao estresse consiste em um conjunto de agdes comportamentais,
neurais, fisiologicas e enddcrinas que ajudam na adaptacdo do organismo as situagdes
alteradas e no reestabelecimento da homeostase ou no estabelecimento de um novo nivel
homeostatico (Stewart, 2006).

O estresse ¢ indubitavelmente um importante fator na produg¢do animal.
Animais estressados, ou sob estresse sdo mais suceptiveis a doencas e t€ém produtividade
diminuida além de fornecerem produtos de pior qualidade. Contudo, a mensuracdo e
compara¢do do nivel de estresse ou do nivel de bem-estar animal ¢ um grande desafio a
ciéncia por possuir elementos subjetivos em suas analises, necessitarem do acompanhamento
de diversos pardmetros simultaneamente, além de apresentarem dificuldades inerentes as
técnicas de quantifica¢do de estresse e bem-estar (Gonyou et al., 1986).

Deste modo, inimeros parametros sdo apontados como sendo indicadores do
nivel de estresse e bem-estar nos animais: a producdo animal; a presenca de patologias e as
circunstancias envolvidas na ocorréncia destas e, também, o comportamento animal e a
quantificagdo de eventos fisioldgicos que culminam com a liberacdo de substincias
reguladoras do metabolismo, da imunidade e da reproducdo (ex. cortisol) (Broom, 1991).
Contudo, esses fatores isoladamente ndo sdo capazes de predizer o nivel de estresse e bem-
estar animal.

Independentemente disso, pesquisas envolvendo a suplementagdo de Cr
levantam a hipotese de que esse mineral ¢ capaz de modular o nivel de estresse fisico e
psicologico. Prova disso ¢ que os niveis de Cr corpdreo podem ser influenciados por diversos
fatores estressantes. Por exemplo, elevado consumo de glicose, exercicios, traumas e doencas
podem induzir uma deficiéncia de Cr visto que causam um aumento no metabolismo da
glicose o que, por sua vez, leva a mobilizacdo de Cr, sua utilizagdo pela cromodulina e, em

ultima instancia, sua irreversivel excrecao via urinaria (Anderson, 1988).
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1.2.10. Cromo e os Parametros Sanguineos

O sangue tem por fung¢do precipua a irrigacao dos tecidos corporais. Contudo, o
transporte de nutrientes e oxigénio e o recolhimento de excretas e dioxido de carbono ndo sdo
seus unicos encargos. O aporte de hormdnios e substancias reguladoras, a manuteng¢dao da
homeostase (por tamponamento quimico, coagulacdo e termorregulagdo) e a prote¢do do
organismo pelo transporte de fatores humorais e celulares que compdem o sistema imunitario,
também sdo agdes exclusivamente realizadas por esse tecido.

As fungdes vitais desempenhadas pelo sangue, bem como a alta capacidade de
proliferacdo e a susceptibilidade a intoxicagdo, fazem do tecido hematopoiético e sanguineo
orgios-alvo de especial interesse aos possiveis agentes toxicos. De acordo com Klaassen
(2001), o sangue, o figado e os rins figuram entre os orgdos de maior importancia na
avaliacdo toxicoldgica de populacdes expostas a elementos potencialmente toxicos, como o
Cr.

O transporte de oxigénio pelo corpo, a manutencdo da integridade vascular e o
aprovisionamento de elementos efetores da resposta imunitaria imprescindiveis & manutengao
da vida e higidez corpdrea necessitam de um meio com grande capacidade proliferativa e
regenerativa. Assim, o sangue ¢ um tecido apropriado a desempenhar essas fun¢des, mesmo
sob condigdes adversas (Klaassen, 2001). Por essas caracteristicas o sangue ¢ particularmente
sensivel a agentes antimitdticos e a efeitos secundarios de substincias capazes de afetar o
suprimento de nutrientes, a excrecdo de toxinas e metabolitos e a produgdo de fatores vitais
para a manuten¢ao da homeostase.

De modo semelhante, o estudo e acompanhamento das células brancas do
sangue possuem inestimavel valor para a detecgdo e interpretagdo de alteragdes toxicoldgicas,
inflamatérias e emocionais. Como sera descrito mais adiante, a quantidade e a proporcao das
subpopulagdes de leuctcitos refletem alteragdes sofridas pelo organismo que podem ser
correlacionadas a causas especificas.

Portanto, uma vez que o Cr possui acdo sobre a glicemia modificando
parametros relacionados ao metabolismo energético e, visto que isso invariavelmente interfere
sobre qualquer processo metabolico, alteracdes de qualquer natureza terdo muitas chances de
serem detectadas pelo exame sanguineo. Assim, o acompanhamento e controle da fun¢do

hematopoiética bem como dos elementos carreados pelo sangue fornecem informagdes
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imprescindiveis a correta interpretacdo do papel desempenhado por esse mineral no

organismo.

1.2.10.1. Eritrograma

Os eritrocitos sdo produzidos na medula dssea em resposta a eritropoetina que,
por sua vez, ¢ produzida nos rins. Essas células possuem hemoglobina, uma molécula que ¢é
responsavel efetivamente pelo transporte corporeo de oxigénio e géas carbonico além de
conferir a coloragdo avermelhada do sangue. A avaliacdo completa da série vermelha deve
incluir mensura¢ao do volume globular (hematocrito), contagem de hemadcias, determinagao
da hemoglobina (Hb), do volume corpuscular médio (VCM) e da concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM).

O hematocrito permite estimar o volume de sangue ocupado pelas heméacias em
relacdo ao sangue total. Desse modo, esse exame fornece informagdes valiosas para a analise
dos parametros sanguineos como um todo (Polizopoulou, 2010). Em adi¢do, o hematdcrito,
quando aliado a outros dados como, por exemplo, a contagem de eritrocitos, permite
estabelecer com precisdo as causas de uma anemia (Jones e Allison, 2007) facilitando o
diagnostico e a planejamento do plano terapéutico.

A contagem de eritrocitos (HEM) € o numero absoluto de eritrocitos por uL de
sangue. Vale ressaltar que os ruminantes e, em especial, os ovinos € caprinos, possuem
eritrocitos relativamente pequenos quando comparados as outras espécies e, portanto, podem
gerar erros nos exames realizados em contadores automaticos que ndo estiverem calibrados
para essas espécies. Isso por que hemacias pequenas podem ser confundidas com plaquetas
pelo equipamento, levando a interpretagcdes erroneas de que existe anemia por quantidade
reduzida de eritrocitos (Jones e Allison, 2007).

Os indices VCM, HCM e CHCM fornecem, respectivamente, informagdes
relativas ao tamanho médio das hemadcias, ao conteido médio de hemoglobina celular ¢ a
concentracdo média de hemoglobina nos eritrécitos (Polizopoulou, 2010). O VCM pode ser
calculado, mas a maioria dos instrumentos de hematologia fazem a mensuracdo desse valor
diretamente, informando a média. Quando o VCM esta reduzido em relacdo aos valores de
referéncia, temos uma microcitose. Valores aumentados representam macrocitose ¢ VCM

dentro da normalidade chama-se normocitose (Lepherd et al., 2009).
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O valor de Hb representa a capacidade de carreamento de oxigénio pelas
células vermelhas. E expresso por gramas de Hb por cem mL de sangue e estd intimamente
relacionado aos indices HCM e CHCM. O HCM, por sua vez, representa o peso médio da
hemoglobina nos eritrocitos, enquanto o CHCM da a porcentagem média do volume que a Hb
ocupa na célula (Swenson e Reece, 1996). De um modo geral, o CHCM ¢ considerado como
um indice mais 1til na mensuracao celular de hemoglobina. Em termos descritivos, o CHCM
pode ser normocrdmico, hipocrdmico ou hipercromico para concentragdes normais, baixas e
altas de Hb nas células, respectivamente (Jones e Allison, 2007).

A andlise morfologica das células vermelhas também possui grande valor
diagnostico. Anormalidades morfoldgicas dos eritrécitos detectadas pelo esfregaco sanguineo
podem ser Uteis na determinag¢do da causa de uma anemia ou indicar um processo patoldgico
especifico em diversos casos. Entretanto, discorrer sobre os diversos padrdes morfologicos e
as inumeras alteragdes na morfologia dos eritrocitos foge ao escopo deste trabalho. Contudo,
de uma forma geral, a morfologia normal dos eritrocitos de ruminantes ¢ descrita da seguinte
maneira: sdo células discoides e ndo-nucleadas com o centro menos palido que aquele visto
em outras espécies que possuem hemdcias relativamente grandes como o ser humano e os

caes (Taylor, 2000; Jones e Allison, 2007).

1.2.10.2. Leucograma

O leucograma ¢ o exame sanguineo que tem por finalidade avaliar e quantificar
os leucoécitos que, por sua vez, sdo classificados em granuldcitos (neutrdfilos, eosinofilos e
basofilos) e em células mononucleares (linfocitos e monocitos). Essa distingdo entre os tipos
celulares possui especial importancia no leucograma, uma vez que redugdes ou elevagdes na
quantidade individual de determinados tipos celulares podem ocorrer simultaneamente de
modo a ndo afetar a contagem total de leucdcitos sanguineos (LEU) (Lepherd et al., 2009),

dando a falsa impressdo de normalidade.

Neutrofilos

Os neutrofilos exercem sua fungdo ao migrarem até o tecido lesado para

promover a fagocitose de material estranho, bactérias e outras substancias que agem como
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antigenos. E o tipo celular da série branca predominante em jovens ruminantes. Porém, com o
avangar da idade, os linfocitos ocupam esse posto, tornando a propor¢ao neutrofilos/linfécitos
normalmente em 1:2 nos animais adultos (Morris, 2002).

Neutrofilia (elevagdo na quantidade proporcional de neutrofilos) ¢ causada
primariamente pela presenga de inflamagdo leve a moderada ou durante o processo de
recuperagdo de uma inflamacdo mais severa. Contudo, existem trés principais padrdes de
leucograma envolvidos na neutrofilia e que serdo abordados posteriormente neste texto:
leucograma inflamatério (relacionado a processos inflamatdrios), leucograma de estresse
(relacionado a episodios de elevacdo na carga alostatica por elevagdo no nivel de estresse) e
leucocitose fisiologica. Em contrapartida, episddios de neutropenia (reducao na quantidade
proporcional de neutrofilos) sdo causados por doencas inflamatorias agudas e severas, que
causam consumo tecidual excessivo dessas células que, por sua vez, acabam por migrar do

sangue para o tecido inflamado (Taylor, 2000; Jones ¢ Allison, 2007).

Linfocitos

Os linfocitos consistem em populacdes celulares distintas quanto as suas
fungdes e a seus produtos protéicos, mas que sdao indistintas morfologicamente. Sao
classificados em linfocitos B ou linfocitos T de modo que os linfocitos B sdo aqueles
responsaveis pela sintese de anticorpos, enquanto os linfocitos T regulam a fung¢do imune ou
promovem citotoxicidade (Abbas e Lichtman, 2005).

A linfocitose (quadro em que o numero de linfocitos estd além do normal) com
origem patologica ¢ incomum em ruminantes, mas pode estar associada a condi¢des cronicas
tais como infecgdes virais persistentes ou doengas auto-imunes. Por outro lado, a linfopenia,
caracterizada pela redu¢do na quantidade de linfocitos, pode ser vista em condicdes de
estresse agudo ou subagudo ou ap6s a administracdo de corticosterdides, além de estar
presente em infec¢des virais e bacterianas agudas, endotoxemia ou infec¢des por BVDV

(Virus da Diarréia Viral Bovina) (Taylor, 2000; Jones e Allison, 2007).
Eosinofilos
Os eosinofilos tém por funcdo integrarem a resposta imunitaria, especialmente

no que tange a parasitas e alérgenos, liberando o conteudo de seus granulos que, por sua vez,

exercem atividade citotoxica a uma variedade de helmintos, protozoarios, fungos e bactérias.
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De acordo com Jones e Allison (2007), a eosinofilia pode ser resultado de migragdo
parasitaria, pneumonia intersticial atipica ou por formagdo de auto-anticorpos a proteinas do
leite. A eosinopenia dificilmente ¢ identificada, pois os intervalos de confianga para o nimero

de eosindfilos em condicdes fisiologicas normais nos ruminantes incluem o zero.

Basofilos

Em ruminantes higidos, os basofilos sdo encontrados normalmente em
pequenas quantidades, porém, em situacdes onde existam processos alérgicos ou
inflamatérios, a basofilia comumente ¢ detectada. A fungdo desse tipo celular ¢ liberar
mediadores inflamatorios tais como a histamina e a heparina, modulando a resposta imunitaria

(Lepherd et al., 2009).

Monocitos

Os mondcitos integram a resposta imunitaria ao deixarem a corrente sanguinea
e migrarem as regides teciduais inflamadas num processo conhecido por diapedese. Nesse
contexto, os mondcitos sofrem um processo de ativacdo celular e passam a ser chamados de
macrofagos, células especializadas em fagocitar organismos infecciosos e debris celulares.
Em principio, a quantidade de mondcitos ¢ pouco varidvel em ruminantes, sendo um
indicador pouco sensivel a processos infecciosos e estressantes. Contudo, elevagdes no
numero de monocitos circulantes acompanham casos de inflamagdes cronicas, necrose
tecidual, hemolise e determinados tipos de estresse. J4 quadros de redugdo na contagem de

monocitos foram associados a endotoxicemia e viremia (Taylor, 2000; Lepherd et al., 2009).

Leucograma Inflamatorio

Doengas inflamatdrias s3o comuns em ruminantes e ¢ importante diferenciar as
mudangas que ocorrem no leucograma entre os diversos estagios do processo inflamatério. A
auséncia de estoques de neutrofilos segmentados nos animais adultos resultam em uma
neutropenia inicial por 24 a 48 horas, diminuindo ainda mais a relagdo neutrofilos/linfocitos.
Desvio a esquerda (caracterizado pelo aparecimento de grandes quantidades de neutréfilos
imaturos) tipicamente esta presente nas primeiras 24 horas de uma inflamagdo aguda e,

adicionalmente, esse desvio pode ser regenerativo ou degenerativo, indicando o prognostico



44

do quadro. Quando o desvio ¢ degenerativo, o prognoéstico € ruim e indica que a medula dssea
nao esta funcionando adequadamente para suprir a necessidade de células para a defesa do
organismo. Nesses casos, as formas imaturas de neutrofilos se sobrepdem em niimero aos
neutrofilos segmentados com concomitante neutropenia.

No caso de desvio regenerativo a esquerda, o prognéstico ¢ bom, e a medula

oOssea esta respondendo adequadamente ao estimulo inflamatério (Jones e Allison, 2007).

Leucograma de Estresse

O leucograma de um animal estressado ¢ caracterizado pela contagem
diferencial de leucocitos onde os resultados sdo compativeis com aqueles encontrados apds a
administracdo de glicocorticoides ou a uma descarga esteroidal endogena.

Assim, a neutrofilia ¢ causada pela elevagao da liberagdo de células maduras na
corrente sanguinea por parte da medula 6ssea, e também pela reducdo na capacidade de
diapedese dessas células, fazendo com que elas permanecam no interior da corrente sanguinea
(Taylor, 2000).

Tipicamente, leve neutrofilia associada a linfopenia e eosinopenia estdo
presentes, contudo, sem desvio a esquerda.

A contagem total de leucocitos pode permanecer normal ou até mesmo
apresentar-se levemente diminuida visto que em ruminantes o tipo celular predominante de
leucdcitos ¢ o linfocito. Desse modo, a linfopenia acaba por ser mascarada pela concomitante

neutrofilia (Jones e Allison, 2007).

Leucocitose Fisiologica

O leucograma em resposta a excitacdo fisiologica resulta da liberagao de
adrenalina durante a excita¢do ou exercicio. Um aumento na pressdo sanguinea e a contragao
esplénica liberam grandes quantidades de células marginadas (aquelas células que embora
estivessem no interior dos vasos sanguineos, ndo sdo células circulantes por permanecerem
ligadas as paredes dos vasos), causando leve leucocitose, neutrofilia (células maduras) e

linfocitose transitorias (Lepherd et al., 2009).
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1.2.10.3. Bioquimico Sérico

A analise do perfil bioquimico sérico ¢ uma ferramenta diagnostica valiosa que
tem papel fundamental na avaliacdo dos efeitos da suplementacdo de Cr dietético. A
utilizacao dos dados provenientes da analise bioquimica sérica, quando em conjunto com o
historico, exame fisico e outros testes laboratoriais (ex. hemograma, leucograma e urinalise)
pode ser imprescindivel para confirmar suspeitas clinicas e determinar a presenga, o local e o
grau da lesdo.

Muitos testes bioquimicos em ovinos carecem de intervalos de referéncia bem
estabelecidos na literatura, especialmente para ovinos Santa Inés. Em adi¢do, o estado
metabolico, a idade e o sexo, entre outros motivos, provavelmente exercem influéncia sobre
os resultados de exames bioquimicos, de modo que valores de referéncia confidveis para essa
raca sao raros. Nesse sentido, Russell e Roussel (2007) comentaram da importancia de
resultados previamente relatados que, mesmo ndo se assemelhando em tudo a categoria dos
animais que se estd trabalhando, servem como parametros quando na auséncia de indices de

referéncia.

Glicose

Diferentemente daquilo que ocorre em monogastricos, a concentragdo de
glicose sérica em ruminantes ndo sofre influéncia direta da alimentacdo. A absor¢do desse
carboidrato ndo ocorre de forma direta nesses animais: como o rimen esta posicionado menos
aboral que o abomaso e o intestino delgado, as bactérias e outros microrganismos ruminais ¢
que se utilizam diretamente dos carboidratos ingeridos via dieta. De fato, sdo os produtos da
fermentagao ruminal ou os substratos que tenham escapado da agdo dessa microbiota que sao
utilizados efetivamente pelo ruminante. Assim, como o aporte de nutrientes depende do
metabolismo ruminal e visto que a taxa de fermentagdo ndo sofre grandes flutuagdes no
decorrer do dia, o aporte de nutrientes e, portanto, de glicose para o hospedeiro também nao
sofre flutuacdes significativas.

Independentemente disso, de acordo com Kaneko et al. (2008), visto que a
glicose ¢ um elemento central no metabolismo corporeo, existe a necessidade de avaliagao
desse parametro em praticamente todas as condi¢des patologicas. Em adigdo, a literatura

consultada indica de maneira enfatica que o Cr exerce influéncia sobre o metabolismo da
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glicose. Dessa forma, mesmo que a glicemia em ruminantes ndo sofra variagdes significativas,
¢ importante o acompanhamento desse parametro, pois uma das alteragdes esperadas apos a
suplementag¢do dietética desse mineral seria justamente sobre a glicemia.

Segundo Russell e Roussel (2007) existem duas condi¢des de anormalidade
para a glicose sérica: a hiperglicemia e hipoglicemia. A primeira condi¢do, em que ha um
aumento na concentracao de glicose sérica, ocorre muitas vezes em virtude de um episédio
estressante mediado por glicocorticdides enddgenos e pela adrenalina que aumentam a taxa de
gliconeogénese. Nesses casos ¢ comum a ocorréncia concomitante de glicostria. A
hipoglicemia, quadro em que a concentragdo de glicose no sangue esta reduzida, comumente
acompanha episodios de cetose e pode ser observada principalmente em casos de toxemia da

prenhez, em que ha pronunciada cetose metabodlica (Russell e Roussel, 2007).

Funcao Hepatica

O figado possui papel essencial no metabolismo de nutrientes, incluindo a
manuten¢do e o controle da glicemia, a detoxificacdo e excrecdo de metabolitos, na sintese
das proteinas plasmaticas, na secre¢do biliar e na absor¢do de vitaminas e lipidios (Tennant,
2008). E de se esperar que qualquer substincia estranha ou toxica que adentre o organismo
via oral exerga algum efeito primariamente sobre o figado. Isso se deve a localizacao
anatdmica do 6rgdo — pois recebe os ramos da veia porta que, por sua vez, transporta os
produtos absorvidos do intestino — bem como a sua fung¢ao detoxificante.

Em termos de testes bioquimicos séricos para avaliagdo hepatica, destaque
deve ser dado as enzimas de extravasamento, visto que sua concentragdo sérica ¢ um
indicador sensivel de dano hepatocelular. O citosol do hepatocito contém alta atividade de
uma série de enzimas tais como a aspartato-aminotransferase (AST), glutamato desidrogenase
(GDH) e gama-glutamilpeptidase (GGT). Em casos de dano hepatocelular, essas enzimas
extravasam dos hepatocitos, elevando sua concentracdo sérica (Russel e Roussel, 2007).
Elevagdes marcantes na concentragdo sérica dessas enzimas estdo associadas a injurias agudas
e severas de uma pequena propor¢do de células ou lesdes menos severas, mas que tenham
atingido uma grande proporcao de células. Os indicadores mais sensiveis de afec¢ao sdo as
enzimas citosolicas soluveis. Por outro lado, as enzimas localizadas nas mitocondrias sdo
liberadas na circulagdo sistémica quando injurias hepatocelulares mais severas ocorrem

(Johnson, 2004), indicando que o dano ao hepatocito foi mais profundo.
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Nas doengas hepaticas cronicas a atividade sérica dessas enzimas pode estar
dentro da normalidade ou abaixo dos valores de referéncia, pois poucos hepatocitos podem
estar sendo lesados ou o parénquima hepatico pode estar significativamente reduzido.
Consequentemente, essas enzimas sdo indicadores mais sensiveis a processos agudos tais
como hepatite infecciosa ou presenga de substancias toxicas (Russel e Roussel, 2007).

A AST possui alta atividade no figado, porém também ¢ encontrada sob a
forma de isoenzimas nos rins, pancreas e eritrocitos. Para determinar o tecido que sofreu a
injuria e que ¢ responsavel pela liberacdo dessa enzima, ¢ necessario a avaliagdo concomitante
de outras enzimas especificas do figado como, por exemplo a GGT (Tennant, 2008).

A producdo aumentada de GGT estd associada a colestase e, embora a GGT
seja encontrada em diversos tecidos, ¢ considerada como sendo uma enzima especifica do

figado (Russel e Roussel, 2007).

Trigliceridios, Colesterol e HDL

Os lipidios desempenham uma série de fungdes no organismo animal. Essas
biomoléculas estdo envolvidas em processos que variam desde a estocagem energética até a
sintese de hormonios e constituintes da membrana plasmatica (Bruss, 2008). Dentre essas
biomoléculas, aquelas que recebem maior destaque devido as suas fung¢des e importancia
organica sdo os trigliceridios e o colesterol e seus derivados.

Os trigliceridios sdo ésteres do glicerol que contém trés cadeias de acidos
graxos e basicamente tém por fungao estocar energia (Lehninger, 2005). Embora virtualmente
todas as células animais sejam capazes de sintetizar trigliceridios, o figado, o tecido adiposo, a
glandual mamaria e o intestino delgado o fazem com maior intensidade. Os precursores dos
trigliceridios s3o os LCFA-CoA (4cidos graxos de cadeia longa — coenzima A) que podem ter
origem local ou plasmadtica. Situacdes onde héd elevagdo da concentragdo sérica de acidos
graxos de cadeia longa, como o jejum e o diabetes, suprimem a sintese de novos LCFA-CoA.
Por outro lado, situagdes em que ha promocdo da sintese desses acidos graxos, como uma
refeicdo rica em carboidratos, levam a uma inibigdo concomitante na lipdlise do tecido
adiposo e os niveis de acidos graxos de cadeia longa ndo estardo elevados. Isso devido a
apreensao desses acidos graxos de cadeia longa para a sintese de triacilglicerdis (Bruss, 2008).

A regulacdo da sintese dos trigliceridios ndo ¢ completamente entendida, de
modo que ocorre de diferentes maneiras entre os tecidos. Contudo, sabe-se que se esse

processo de sintese de triglicérides ocorre em uma célula adiposa, o trigliceridio permanecera
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nessa cé¢lula, sendo estocado sob a forma de goticula lipidica. Se a sintese ocorrer no figado,
normalmente sera exportado para o tecido adiposo sob a forma de VLDL (very low density
lipoprotein). Porém se a capacidade de exporta¢do for ultrapassada, os trigliceridios ficardo
acumulados no figado causando degeneracdo gordurosa. Ja os trigliceridios produzidos pela
glandula mamaria normalmente sdo secretados junto ao leite.

No figado, a enzima limitante desse processo parece ser uma fosfohidrolase
que possui estdgios de menor ou maior ativagdo dependendo de sua localizacdo (citosol ou
reticulo endoplasmatico, respectivamente). O AMPc intracelular estd aumentado quando hé
elevagdes no glucagon sérico ou em episddios de redugdes na concentracdo de insulina
plasmatica e também parece desempenhar acdo controladora na sintese de trigliceridios,
inibindo a ligacdo entre a fosfohidrolase e o reticulo endoplasmaético e, assim, a sintese desses
compostos ¢ reduzida. De maneira oposta, a presenga de LCFA-CoA estimula essa ligacao
(Brindley, 1991), elevando a sintese de triglicérides. O papel do LCFA-CoA na promogao da
sintese de triacilglicerol ¢ importante e parece explicar como a sintese lipidica e a esteatose
hepéatica podem ocorrer em individuos em jejum, quando as mudancas hormonais parecem
inibir a sintese de trigliceridios (Bruss, 2008).

Diversos estudos sugerem que o Cr é necessario para o metabolismo normal de
lipidios. De acordo com Lefavi et al. (1993) e Anderson (1995), a suplementacdo com este
elemento-trago reduz as concentragdes totais de colesterol, aumentando a propor¢cao de HDL e
diminuindo a propor¢do de LDL e triacilglicerdis. Contudo, Anderson (1987) observou que os
efeitos da suplementagdo de Cr em humanos nem sempre é consistente.

Independentemente disso, Lefavi et al. (1993) afirmaram que os efeitos deste
mineral sobre o metabolismo lipidico sdo independentes dos efeitos sobre o metabolismo da
glicose. Entretanto, esse conceito ¢, no minimo, passivel de criticas, sobretudo pelo fato de
que o metabolismo lipidico depende, ao menos em parte, do metabolismo de carboidratos. Em
adicao, o simples fato de que o Cr possa ser um agente hepatotoxico ja seria o suficiente para
suscitar dividas quanto a a¢do do Cr sobre o metabolismo lipidico-energético uma vez que o
figado apresenta papel central na regulacdo dos processos metabdlicos de lipidios e
carboidratos.

Nao obstante, o catabolismo dos trigliceridios abrange, necessariamente, a
formagdo de lipoproteinas (VLDL, LDL e HDL) e o transporte dessas substancias pelo
sangue. Nesse sentido, a quantificacdo dessas moléculas no organismo animal pode auxiliar o

entendimento e deteccdo de alteragcdes no metabolismo energético e lipidico. Além disso, o
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tipo e proporcao de lipoproteinas na circulagdo também fornecem informagdes relativas ao

funcionamento hepatico e do pancreas.

Perfil Renal

Os rins sdo responsaveis por excretar compostos nitrogenados altamente
toxicos, regular o volume de liquido corpdreo, realizar o controle acido-base do organismo,
além de produzir importantes hormonios como a renina e a eritropoetina. Essas sdo apenas
algumas das fun¢des imprescindiveis desempenhadas por esse 6rgdo. Assim, a integridade
funcional dos rins ¢ vital para a homeostase corporal e qualquer interrup¢ao em algum desses
processos pode ser o suficiente para desencadear profundos efeitos no metabolismo geral do
organismo (Schnellmann, 2001). Afortunadamente, os rins possuem varios mecanismos de
detoxificagdo, consideravel reserva funcional e apreciavel capacidade regenerativa. No
entanto, o tipo e intensidade da injuria aos rins pode se sobrepor a essas caracteristicas de
modo que uma insuficiéncia renal acaba por se instalar.

Insuficiéncia renal aguda ndo ¢ um processo tdo comum em ruminantes quanto
0 ¢ em cdes e gatos (Braun et al., 2010). Contudo o primeiro sinal de que um animal esta
sofrendo insuficiéncia renal ¢ a azotemia, quando metabdlitos nitrogenados acabam por
acumular no sangue. Em um rim higido, os metabolitos nitrogenados (em especial a uréia e a
creatinina) sdo livremente filtrados pelos glomérulos e, no caso da uréia, a reabsor¢do tubular
ocorre a uma taxa que depende inversamente ao fluxo urinario. J4 em relagdo a creatinina,
muito pouco € reabsorvida nos tabulos renais, sendo excretado quase que totalmente na urina
(Russel e Roussel, 2007).

A uréia ¢ produto da detoxificagdo da amonia pelo metabolismo protéico no
figado e, portanto, sua concentracao sofre influéncias da dieta e do funcionamento hepatico.
Por outro lado, a concentragdo de creatinina ¢ minimamente afetada pela dieta ou catabolismo
protéico, mas pode ser alterada pelo grau de massa muscular (Russel e Roussel, 2007). Em
contrapartida, a concentragdo plasmatica de creatinina ndo ¢ um indicador precoce de
insuficéncia renal, mas por ocasido de um dano renal relevante, ¢ um parametro a se
considerar (Braun et al., 2010).

A uréia e a creatinina séricas sdo utilizadas para estimar a filtracdo glomerular.
Porém, em ruminantes, a uréia ¢ reciclada pela microbiota ruminal num processo que reduz a
utilidade desse parametro para determinagdo de doenca renal. Por outro lado, embora a

creatinina possa estar abaixo ou acima do intervalo de referéncia em animais com pouca ou
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muita massa muscular respectivamente, a influéncia de fatores externos sobre esse parametro
¢ menor (Russel e Roussel, 2007).

Ainda segundo Russel e Roussel (2007), dentre as principais causas de falha
renal aguda figuram hipoxia, isquemia, infec¢cdo ou inflamagdo e acdo de toxinas. Para esta
ultima, varios autores enfatizam a participagao de diversos metais pesados tais como o cobre ¢
0 mercurio, porém nao hé referéncia direta ao Cr. J4 Schnellmann (2001) foi categdrico
quanto a capacidade nefrotdxica do Cr, mas ndo faz alusdo especifica ao estado de oxidagao

do metal que ¢ capaz de causar esse efeito.

1.2.11. Absorc¢ao e Excrecao do Cr

Poucas informagdes sobre o metabolismo do Cr em animais de produgao estao
disponiveis, provavelmente devido a importancia dada a este elemento como marcador
externo de consumo e digestibilidade. Compostos contendo Cr, por exemplo o 6xido cromico
(Cr;03), tém sido utilizados como marcadores externos por serem inertes e, portanto, nao
reagirem com o organismo: quando administrados oralmente em doses conhecidas, quase a
totalidade do Cr ¢ excretada nas fezes, fornecendo informagdes referentes ao consumo
alimentar, a digestibilidade de matéria organica e a absor¢ao de outros minerais e nutrientes.
Em adicdo, o Cr possui certa afinidade por particulas fibrosas, o que pode facilitar o estudo de
digestibilidade de fibras.

Avancos na dindmica e cinética do Cr em mamiferos tém ocorrido
especialmente em estudos com ratos e pela utilizagio de Cr radioativo, em especial o *'Cr.
Nesses estudos, algumas informagdes prévias foram confirmadas, enquanto outras foram
rejeitadas. Por exemplo, Hepburn e Vincent (2003) e Nielsen et al. (2009) ratificaram a
informagao de que o Cr ¢ absorvido primariamente no intestino delgado. Contudo, a premissa
defendida por Anderson (1987) de que a eficiéncia de absorc¢do ¢ inversamente proporcional a
ingestao alimentar foi rebatida por Nielsen et al. (2009) que ndo verificaram variabilidade na
absorcdo intestinal de *'Cr apds a administracio oral de diferentes quantidades de CrCls. Por
outro lado, nesse estudo a forma quimica com a qual o >'Cr foi administrado mostrou grande
importancia nos parametros de absorcao, biodisponibilidade e excre¢do. Esses pesquisadores
ressaltaram que a absorc¢do intestinal de Cr ¢ muito maior quando o elemento ¢ administrado

sob a forma de CrPic que sob a forma de CrCl;. Mas a maior parte do >'Cr fornecido como
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CrPic ¢ excretado via urina em 24 horas, comprometendo, em parte, a eficiéncia de utilizagao
desse mineral pelo organismo.

Acredita-se que uma vez absorvido, o Cr circule no plasma associado a f-
globulina numa concentragdo de aproximadamente 0,01 a 0,3 pg/L (Anderson, 1987), sendo
que valores inferiores podem ser encontrados em animais com infec¢do (Borel e Anderson,
1984). Por outro lado, Kerger et al. (1996) defendem que apds a absor¢ao do metal, parte do
Cr ingerido circula pelo organismo animal ao ligar-se as células vermelhas do sangue
interagindo com a hemoglobina e parte circula através do plasma sangiiineo. As quantidades
de Cr em cada via de transporte dependeriam diretamente da forma com a qual o Cr se
apresenta inicialmente (Cr™ ou Cr'®) e se sob a forma inorgnica ou organica.

Outra vertente, sustentada por Vincent (2000), defende que os mecanismos de
absor¢do do Cr contam com a a¢do de uma proteina especifica carreadora de ferro férrico e
que essa proteina seja potencialmente a transferrina, embora isso nao tenha sido demonstrado
in vivo. Nesse mesmo artigo, Vincent (2000) relatou que alguns trabalhos abordando os
efeitos da insulina sobre o transporte de ferro e a interrelagdo entre a hemocromatose, a
sobrecarga hepatica de ferro e o diabetes sugerem que a transferrina ¢ o principal agente
transportador de Cr no organismo. Desse modo, esse pesquisador postulou um mecanismo de
transporte entre a luz do intestino até a efetiva incorporagdo do Cr na molécula de
cromodulina onde os sitios livres de carreamento de ferro (normalmente a transferrina
transporta dois ions férricos, mas comporta até quatro) sdo ocupados por duas moléculas de
Cr. Assim, elevagdes nas concentragcdes de insulina resultam em maior transporte de
transferrina, incluindo a por¢ao que estd carregando o Cr, o que, por sua vez, culmina com o
transporte desse mineral do sangue aos tecidos sensiveis a insulina e, em ultima andlise, a
cromodulina. Nos diabéticos onde as concentragdes de Cr sd3o menores e as perdas urinarias
sdo mais elevadas, esse sistema de transporte deve exceder o nivel normal de operagdo na
tentativa de suprir a demanda pelo mineral. Nisso, o figado acaba por receber uma sobrecarga
de ferro, explicando por que pacientes com diabetes podem apresentar episddios de elevagao
nas concentragdes de ferro hepatico.

Apds sua administragdo, o Cr plasmatico ¢ totalmente depurado pelos rins em
poucos dias. Entretanto, o Cr presente no restante do organismo demora a ser excretado
podendo apresentar meia-vida de até 83 dias (Borel e Anderson, 1984). Alguns tecidos como
0s 0ssos € o epididimo possuem a capacidade de reter o mineral mais que outros tecidos como
0 coragao, os pulmoes, pancreas e o cérebro (NRC, 1997). A quantidade de Cr plasmatico nao

apresenta alta correlacdo com os niveis dos estoques corporais desse mineral. Portanto, a
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concentracdo plasmatica de Cr ndo ¢ um bom indicador da situacdo metabolica do mineral.
Em adicao, a concentragdo total de Cr no organismo diminui com o aumento da idade. Isto ¢
reflexo da diminuicdo da incorporacdo do mineral nos tecidos, apesar da causa para tal
acontecimento ser desconhecida (NRC, 1997).

Nao obstante, o Cr ¢ excretado principalmente pela urina, mas pequenas
quantidades podem ser perdidas pela transpiragdo e bile. A taxa de excrecdo em humanos €
proxima de 0,22 pg/dia (Borel e Anderson, 1984), nivel considerado normal quando se trata
de individuos que consomem diariamente Cr em quantidades tipicas (62-85 pg/dia).
Entretanto, apos situagdes de estresse, trauma ou exercicio, a quantidade de Cr excretada na
urina pode aumentar. Anderson (1988), verificou que, em adultos, exercicio intenso resultou
em um aumento de cinco vezes na quantidade de Cr excretada na urina em 2 horas apos o
esforco e a quantidade total de Cr excretado na urina durante o dia do exercicio foi duas vezes
maior que a quantidade excretada no dia subseqiiente. Resultados semelhantes foram descritos
por Engel et al. (2002), ao utilizarem como modelo atletas maratonistas. Deste modo, a
mensurac¢ao de Cr na urina ou a taxa de excre¢do de Cr ndo sao bons pardmetros para definir o

estado metabdlico do mineral.

1.2.12. Bioacumulacio Organica do Cr

Partindo do principio de que o objetivo da produgdao animal ¢ gerar produtos
que posteriormente serdo utilizados pelos seres humanos, qualquer adicdo de substancias
estranhas a esses animais ou a sua dieta oferece potencial risco a saide humana. Nesse
sentido, os fendmenos da bioacumulacao e biomagnificacdo sdo potenciais perigos que devem
ser considerados por ocasido da suplementagao dietética com algum metal pesado.

A bioacumulagdo refere-se a deposi¢do de determinada substincia em um sitio
especifico dentro do organismo, aumentando sua quantidade em um determinado individuo.
J& a biomagnificagdo leva em conta o fato de que substancias capazes de se bioacumular
aumentam a sua concentracao a medida que se avanca na cadeia alimentar. Assim, a exemplo
do que ocorre com o mercurio (Hg), a introdugdo de Cr na cadeia alimentar também pode
gerar um processo de biomagnificagao.

Numa analise preliminar, a suplementagdo mineral do Cr aos ovinos nao teria

chances de gerar um processo de biomagnificacdo consideravel, uma vez que nessa relagdao
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entre o produto (carne ovina, por exemplo) e o consumidor final (ser humano), o mineral iria
se deslocar apenas em um nivel tréfico. Por outro lado, devemos nos lembrar que boa parte
dos componentes ndo comestiveis da carcaca ovina ¢ destinada a alimentacdo animal sob a
forma de farinha de visceras. Embora no Brasil seja proibida a utilizagao desse tipo de farinha
na alimentacdo de ruminantes, em outros paises ou para outras espécies como frangos, essa
ndo ¢ a realidade. Assim, se confirmado o cardter de bioacumulagao do Cr, um quadro de
biomagnificacdo desse mineral pode ser hipotetizado.

Na literatura consultada ¢ comum encontrar referéncias a acumulagao de Cr no
figado, rim, baco, ossos e musculo (Sahin et al., 2005; Zha et al., 2007; Nielsen et al., 2009;
Yoshida et al., 2010). Contudo, nenhum desses trabalhos, com exce¢ao daquele conduzido por
Nielsen et al. (2009) que estudaram também o tecido adiposo € o cérebro, hd uma andlise
aprofundada de outros 6rgaos. Outro fator importante ¢ que esses estudos foram realizados em
sistemas-teste como ratos e codornas. Para ruminantes ndo ha relatos referentes a
bioacumulagdo do mineral. Com isso existe uma possibilidade de que a farmacocinética do
CrPic possa ser diferente nesses animais em virtude da existéncia da camara fermentativa e
acdo da microbiota ruminal, podendo haver bioacumula¢do em outros tecidos ou até mesmo

nao ocorrendo esse Processo.

1.2.13. Quantificacdo do Cromo

O estudo envolvendo a atuagdo dos microminerais apresenta dificuldade
intrinseca a caracteristica principal desses elementos e que ¢ o motivo de sua classificacao
como “micro”: a quantidade em que se encontram no organismo. De fato, grande parcela dos
trabalhos cientificos envolvendo a suplementagdo dietética de Cr para animais nao foi capaz
de determinar o consumo basal desse mineral. Dessa forma a andlise dos resultados desses
experimentos certamente foi prejudicada e talvez essa lacuna (em associagdo a dificuldade de
se determinar o estresse) seja um dos motivos das controvérsias em torno desse mineral. Isso
¢ especialmente relevante se a hipotese descrita por Dallago et al. (2011) ocorrer. Esses
pesquisadores afirmaram que para a a¢do do Cr suplementar ser notada, ¢ necessario a
ocorréncia de um fator estressante que aumente a demanda celular por glicose. Dessa maneira
o Cr corporal sera utilizado para aumentar a tolerancia a glicose e, em seguida, sera excretado

via urina, diminuindo as reservas corporais desse metal. Essa perda pode ser compensada pelo
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Cr suplementar ou, se o animal nao for suplementado, a internalizagao da glicose pelas células
ficara prejudicada. Entretanto, se a quantidade de Cr ofertada na dieta basal nao for
suficientemente baixa, o organismo estara adequadamente suprido por esse mineral
implicando o aumento da excre¢do do Cr sem qualquer prejuizo para as fun¢des organicas.
Visto que as concentragdes corporeas dos microminerias sdo infimas, métodos
muito precisos € sensiveis sdo necessarios para a avaliacdo desses elementos com acuracia.
Até bem pouco tempo, a metodologia preconizada para determinacdo de Cr em amostras
organicas e inorganicas era a espectrometria de absorcdo atdmica com forno de grafite
(Mattos et al., 2007). Contudo, o advento ¢ a disponibilizagdo de tecnologias mais acuradas,
qual seja, a espectrometria de massa indutivamente acoplada (ICP-MS), estd sendo mais
utilizada para esse fim (Mullick et al., 2008). Entretanto, a utilizagdo de ICP-MS para a
mensuracdo de metais em concentragdes-trago € concentragdes ultra-trago ¢ relativamente
nova e hé certa hesitagdo em aceitar essa metodologia, embora existam inimeras vantagens
em sua utilizacdo (Becker e Jakubowski, 2009). De fato, o ICP-MS oferece uma andlise
multielementos muito sensivel que pode ser utilizada para analises qualitativas e quantitativas,
mesmo em amostras complexas, se mostrando uma ferramenta imprescindivel nos estudos do
Cr. Por outro lado, a utilizagdo dessa tecnologia requer cuidados especiais de limpeza e
prevengdo de contaminagdo, como por exemplo, o controle do fluxo de ar dentro do
laboratorio. Contudo, os cuidados em relagdo a analise e manipulagcdo de microelementos ja
foi suscitado por Mertz (1993) que relatou a necessidade de rigoroso controle contra a
contaminagdo das amostras durante a preparagdo de padrdes analiticos e mensuragdo das
concentragdes de Cr no soro: o procedimento deve ser realizado em salas especialmente

limpas e em obediéncia as regras de controle de qualidade.

1.2.14. Toxicidade do Cromo

Os sais de Cr sdo fortes agentes oxidantes (recebem elétrons) que, além de
serem empregados em corantes e pinturas devido as suas cores variadas e propriedades
mordentes (mantém a durabilidade da cor), sdo utilizados na metalurgia para aumentar a
resisténcia a corrosdo e dar um acabamento brilhante aos materiais. A toxicidade do Cr est4
primariamente relacionada a exposi¢io aos compostos hexavalentes (Cr'®) que, de acordo

com Soudani et al. (2011), possui mecanismo de toxicidade pela geracao de radicais livres.
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A intoxicacao por Cr ¢ caracterizada por modificagdes anatomopatoldgicas nos
pulmdes, rins e figado (Pechova e Pavlata, 2007). Apds a inalacdo de Cr, os pulmdes
apresentam hiperemia e erosdo enquanto a mucosa respiratoria sofre alteragdes inflamatorias.
Ha necrose tubular com modificag@o intersticial significativa e posterior insuficéncia renal,
mas sem prejuizo ao glomérulo (Pechova e Pavlata, 2007). Em animais de experimentacado, a
exposicao a K,Cr,O7 (composto contendo Cr em estado hexavalente) causou danos teciduais
agudos, incluindo necrose tubular e hepatotoxicidade com morte celular do parénquima, além
de lesdes testiculares (Bagchi et al., 2002b; Pedraza-Chaverri et al., 2005). Esses resultados
aumentaram o rol de oOrgdos possivelmente afetados pelo mineral e suscitaram uma
perspectiva mais avassaladora: a de que os gametas possam ser lesionados.

Por outro lado, a maioria dos pesquisadores acredita que o potencial toxico do
Cr trivalente e seus compostos seja bem menos pronunciado, embora exista um consenso de
que esses compostos também exercam efeitos toxicos sobre o organismo. Contudo, essa
hipétese apenas foi suscitada em meados da década de 90 por Stearns et al. (1995) que
observaram efeito clastogénico (quebra de DNA) do CrPic sobre as células de ovario de
hamster. A partir disso, muitos experimentos investigaram os possiveis efeitos toxicos do
Cr’*, mas os resultados se mostraram dibios (Bi et al., 2008).

Kato et al. (1998) suplementaram 10 mulheres obesas com 400 pug de CrPic/dia
durante 8 semanas e concluiram que o suplemento nao induz danos oxidativos. Contudo, com
a suplementacdo nessa dose e por tdo pouco tempo, ndo ¢ de se esperar qualquer alteracao
organica. Em alguns estudos (Jain e Lim, 2006; Hininger et al., 2007) foram observados
inclusive efeito de protecao antioxidante do CrPic. Pechova e Pavlata (2007) afirmaram que
um dos mais importantes mecanismos de protecio contra o Cr’" no estdémago e pulmdes ¢
justamente a sua redugdo para Cr’" por um mecanismo dependente de NADPH. Em
contrapartida, existem relatos de efeitos deletérios da suplementacdo de CrPic, incluindo
perda de peso, anemia, trombocitopenia (Cerulli et al., 1998), rabdomidlise (Martin e Fuller,
1998), modificag¢des agudas e de curta duracdo na capacidade cognitiva e motora (Huszonek,
1993) e reducdo na atividade de enzimas antioxidantes (Mahboob et al., 2002), além de danos
oxidativos ao DNA (Bagchi et al., 2002a; Hepburn e Vincent, 2003). Ademais, o CrPic ¢
suspeito de causar insuficiéncia renal e disfungao hepatica (Cerulli et al., 1998) em humanos.

Stearns et al. (2002) relataram que em 48 horas de exposi¢do a 0,44 mg de
Cr/mL ocorreu mais de 54% de mortalidade em cultura de células de ovario de hamster. Em

nivel ultraestrutural, esses pesquisadores observaram que 83% das células analisadas
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demonstraram tumefacao e degradacdo de cristas mitocondriais, além de 37% de células
apoptoticas.

Kelley et al. (2001) observaram que extratos microssomais de hepatdcitos
podem modificar as ligagdes quimicas do picolinato, liberando o Cr da molécula de CrPic.
Consequentemente o metal liberado pode se acumular nas células. Essa informagdo, somada
ao relato feito por Nielsen et al. (2009) de que apenas parte do *'Cr advindo do CrPic fica
retido no corpo, corrobora com a idéia de que ¢ necessario a passagem do Cr pelo figado para
sua efetiva utilizagcdo pelo organismo. Isso, por sua vez, explicaria a ocorréncia de efeitos
hepatotdxicos, a0 menos em parte.

Portanto ndo ha provas cabais de que o CrPic seja um agente toxico, mas
menos expressivas ainda sdo as evidéncias de que essa seja uma substdncia segura ou
saudavel. Em adigdo, a maior parte dos estudos realizados in vivo tiveram como sistemas-teste
o ser humano, ratos ou camundongos e pouca informacao esta disponivel para outras espécies.
Outra lacuna no conhecimento sobre a suplementacdo de Cr se d4 em relagdo ao efeito a
longo prazo do mineral. Isso ¢ especialmente importante no caso da suplementacdo em

matrizes, cujo ciclo produtivo perdura por varios anos.
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2.1. Resumo

As concentracdes de Cr em figado, rim, bago, coracdo, linfonodo, musculo
esquelético, osso, testiculo e urina foram mensuradas para verificar a biodistribuicdo e
bioacumulagdo de Cr apos suplementagdo oral com CrPic. Vinte e quatro cordeiros inteiros da
raga Santa Inés foram tratados com quatro diferentes concentragdes de CrPic: placebo, 0,250,
0,375 e 0,500 mg de CrPic/animal/dia durante 84 dias. A dieta basal foi composta por feno de
Panicum maximum cv Massai e concentrado. As concentragdes de Cr foram mensuradas por
ICP-MS utilizando o **Cr como massa colhida. Houve relagdo linear positiva entre a dose
administrada e o acimulo do mineral no coracao, pulmdo e testiculo. A excre¢do urinaria de
Cr ocorreu de forma tempo e dose-dependente, de modo que quanto mais tempo ou quanto
mais Cr dietético fornecido, maior a excre¢do do mineral. Assim, ha risco da ocorréncia de

um processo de bioacumulacao e biomagnificagdo para o Cr ofertado sob a forma de CrPic.

Palavras-chave: ICP-MS; Biodistribuicao; Bioacumulacio; Suplemento Mineral; Santa Inés.
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2.2. Abstract

Chormium concentrations in liver, kidney, spleen, heart, lymph node, skeletal
muscle, bone, testis and urine were measured to trace the biodistribution and bioaccumulation
of Cr after oral supplementation with CrPic. Twenty-four Santa Inés lambs were treated with
four different concentrations of CrPic: placebo, 0.250, 0.375 and 0.500 mg of
CrPic/animal/day for 84 days. The basal diet consisted of Panicum maximum cv Massai hay
and concentrate. Cr concentrations were measured by ICP-MS using **Cr as collected mass.
There was a positive linear relationship between dose administered and the accumulation of
mineral in the heart, lung and testis. Urinary excretion of chromium occurred in a time and
dose-dependent manner, so the longer or more dietary Cr provided, the greater excretion of
the mineral. Thus, there is a risk of bioaccumulation and biomagnification due to Cr offered in

the CrPic form.

Key words: ICP-MS; Biodistribution; Bioaccumulation; Mineral Supplement; Santa Inés.

2.3. Introducao

O Cr, em sua forma trivalente (Cr™), é considerado um nutriente essencial por
estar envolvido na regulacdo do metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas (Nielsen et
al., 2009). A principal agdo biologica do Cr envolve a potencializacdo da ag¢do da insulina
(Sreejayan et al., 2008) e, assim, o metabolismo geral e outros processos corporeos podem ser
influenciados pela sua adigao na dieta.

Normalmente a suplementa¢do de Cr na alimentagdo de humanos e animais ¢
feita pela adi¢do de um composto quelatado conhecido por picolinato de cromo (CrPic)
(Komorowski e Juturu, 2004). Contudo, por ser um metal pesado e, portanto, possuir
potencial de se acumular nos tecidos biologicos, existe o risco de ocorrer o processo de
bioacumulacdo e biomagnificacdo, no qual as concentragdes do metal tendem a se elevar
exponencialmente a medida que os nutrientes vao percorrendo a cadeia alimentar.

Nao obstante, a utilizagdo do Cr como suplemento alimentar ¢ eivado de

davidas quanto ao resultado de sua adicao na dieta, mecanismo de acdo e inocuidade. Desse
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modo, informagdes referentes a biodisponibilidade, biodistribuicdo e bioacumulacdo das
moléculas de Cr no organismo podem ajudar a elucidar as duvidas quanto a suplementagao
desse elemento-trago na dieta. Uma das principais lacunas observadas no Programa Nacional
de Toxicologia (NTP, 2008) se refere justamente a biodistribui¢do e concentracao total de Cr
nos tecidos.

Este trabalho tem por objetivo avaliar a biodistribui¢do tecidual e excrecao

urinaria de Cr em ovinos suplementados com doses crescentes de CrPic na dieta.

2.4. Material e Métodos

2.4.1. Local

Este experimento foi desenvolvido no Centro de Manejo de Ovinos da Fazenda
Agua Limpa de propriedade da Universidade de Brasilia — UnB e localizada no Nucleo Rural

Vargem Bonita a aproximadamente 25 km do centro de Brasilia - DF.

2.4.2. Animais e Instalacdes

Foram utilizados 24 cordeiros machos inteiros da raga Santa Inés pertencentes
ao rebanho da Fazenda Agua Limpa — FAL/UnB. Os animais possuiam peso vivo médio
inicial de 22,89 + 2,23 kg e idade aproximada de trés meses e 15 dias. Antes do inicio do
experimento, todos os animais foram tratados com cloridrato de Levamisol p.o. (Fort Dodge
Ripercol-L®) na dose recomendada pelo fabricante e receberam inje¢do i.m. de ferro (Tortuga
Ferrodex®) e vitaminas A, D e E (Pfizer A-D-E®) nas doses recomendadas pelos fabricantes
além de serem submetidos a exame clinico, exame coprologico e mensuragcdo do hematdcrito
a fim de evitar que animais doentes ou com parasitas gastrintestinais iniciassem o
experimento.

Os ovinos foram alocados em baias individuais medindo 1,40 x 2,10 metros,

protegidas das intempéries climaticas. No interior de cada uma das baias havia um cocho para



61

agua, um para o volumoso e outro para o concentrado ¢ a baia era recoberta com cama para

evitar o contato direto dos animais com o solo.

2.4.3. Manejo Alimentar, Adaptacio e Tratamentos

Com base no peso vivo os 24 cordeiros foram distribuidos em quatro
tratamentos contendo seis animais. Os cordeiros eram alimentados duas vezes ao dia da
seguinte maneira: pela manha recebiam todo o concentrado composto de 85% de farinha de
mandioca, 11,5% de sal mineral e 3,5% de uréia ¢ metade do volumoso constituido de feno de
Panicum maximum cv Massai sendo que a outra metade foi fornecida no periodo da tarde,
respeitando-se sobra de 10% (ad libitum). As analises bromatoldgicas dos alimentos
utilizados foram feitas de acordo com Silva e Queiroz (2006) e encontram-se na Tabela 2.1.
Para essas andlises, foram tomadas varias amostras, as quais foram misturadas obtendo-se

uma amostra composta.

Tabela 2.1.Composigio bromatoldgica dos alimentos fornecidos aos ovinos em g kg de matéria seca.
Feno de Panicum maximum

Constituintes Concentrado cv. Massai
Matéria seca (g/kg) 904,1 873,6
Fibra em Detergente Neutro (g/kg MS) 68,0 721,2
Fibra em Detergente Acido (g/kg MS) 32,4 408,5
Proteina (g/kg MS) 1044 63,3
Extrato etéreo (g/kg MS) 7,4 243
Matéria mineral (g/kg MS) 105,4 67,3
Fosforo (g/kg MS) 6,1 1,0
Cromo (ppm) 0,025 0,0145

Com o desenvolvimento dos ovinos a quantidade inicial de 300g de
concentrado/animal/dia foi aumentada para 400g de concentrado/animal/dia, a partir do 42°
dia de experimentagdo. A agua foi consumida ad libitum.

Os animais permaneceram confinados durante todo o experimento (99 dias) e

passaram por um periodo inicial de duas semanas para adaptacdo as novas condicdes.
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Acompanhamento clinico foi realizado duas vezes durante o experimento e envolveu
auscultacdo pulmonar e de vias aéreas superiores, auscultacdo cardiaca, afericio da
temperatura e avaliagdo de mucosas.

A suplementagdo de Cr foi feita pela ingestdo didria individual pela manha de
capsulas com concentragdes crescentes de picolinato de cromo (CrPic) nas seguintes
quantidades: placebo; 0,250 mg de Cr; 0,375 mg de Cr e 0,500 mg de Cr. As doses fornecidas
procuraram mimetizar o procedimento da industria de suplementos minerais que, em geral,
utiliza formulag¢des contendo 12 mg de Cr/kg de sal mineral com um consumo diario médio
esperado de 20g de sal/animal/dia, fornecendo, em média, um total de 0,240 mg de
Cr/animal/dia. Em adi¢do, experimentos anteriores (Page et al., 1993; Mostafa-Tehrani et al.,
2006) demonstraram que incrementos na suplementacdo de cromo além de 0,6 mg de Cr/kg
da dieta ndo sdo indicados justificando a manipulacdo do mineral em concentragdes entre
0,250 a 0,500 mg de Cr/dia.

A Tabela 2.2 apresenta a concentracao total de Cr ingerida por esses animais

levando-se em consideracdo tanto a dieta quanto a ingestdo de agua (Dallago et al., 2011).

Tabela 2.2. Ingestdo total de Cr (considerando os alimentos e a 4gua) nos diferentes tratamentos.

Tratamento
Placebo 0,250 0,375 0,500
(mg de Cr/dia) (mg de Cr/dia) (mg de Cr/dia)
[ngestdo de Cr 0,025 0,296 0,399 0,702

(mg/kg de Matéria Seca)

Fonte: Dallago et al., 2011.

2.4.4. Colheita, Processamento e Analise das Amostras

Ao final do experimento, os animais foram eutanasiados e amostras de figado,
rim, baco, linfonodo (mesentérico), musculo esquelético (musculo intercostal), musculo
cardiaco, osso (12* costela), pulmao e testiculo foram colhidas e congeladas a -18 °C.
Posteriormente essas amostras foram descongeladas e incineradas em mufla a 450 °C. Em
seguida foram submetidas a digestao cloridrica conforme descrito por Silva e Queiroz (2006)

utilizando como meio de ressuspengao agua nanopure.
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A urina foi colhida em intervalos de aproximadamente 20 dias e armazenada a
-18 °C para posterior analise. Para a etapa de digestdo quimica foi utilizado acido sulftrico.
Como esse substrato ¢ liquido, prescindiu da etapa de digestdo cloridrica e foi inserida
diretamente no ICP-MS. Os valores obtidos apenas foram convertidos para a concentragao
absoluta de Cr.

A selecdo dos orgdos avaliados ocorreu em virtude da importancia como
produto final da producdo animal (musculo), em seu uso na cadeia de biomagnificacao
(possivel utilizacdo na farinha de visceras), na possibilidade de serem potenciais 6rgaos-alvo
para acumulacdo do mineral (6rgdos filtrantes ou participes do sistema fagocitico
mononuclear), por exercerem fungdes centrais no funcionamento do organismo como um todo
ou por desempenharem funcdo de coordenag¢do no metabolismo corpéreo, além do testiculo
que estd diretamente relacionado a reprodugdo sendo, portanto, de suma importdncia na
perpetuacdo da espécie. A urina foi colhida e analisada quanto a concentracdo de Cr por ser o
principal meio de excrecao desse mineral (Nielsen et al., 2009).

Uma vez solubilizadas, as amostras foram analisadas em espectrometro de
massa indutivamente acoplado a gis de argénio modelo Neptune® (Finnigan C.0.%)
pertencente ao Laboratério de Geocronologia-UFRGS/Rede  GEOCHRONOS. As

configuragdes do equipamento foram as seguintes:

-Cup configuration: C-Cr52-Faraday (V);
-Inlet System:

.Cool Gas: 15,00;

Aux Gas: 0,70;

Sample Gas: 0,952;

.X-pos: 0,730;

.Y-pos: 0,970;

.Z-pos: -0,970;

Os padrdes utilizados foram o TUNE® e a curva de calibragdo ajustada com
pontos a 0, 10, 25 e 50 ppb de Cr (TraceCERT" - Sigma Aldrich®). A massa atémica colhida

pelo espectrometro foi 52. Para essas andlises, a curva de calibragdo foi aferida, em média, a
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cada cinco amostras e os valores obtidos foram sendo ajustados a cada equacao de curva
gerada.

A concentragdo absoluta de Cr (todos os iso6topos do mineral) foi obtida
levando-se em consideragio a concentragdo na natureza do isdtopo **Cr que, segundo Bievre
e Barnes (1985), ¢ 83,789%. A concentragdo final foi calculada com base na matéria seca

(MS) e foi obtida por uma média entre os valores das duplicatas de uma mesma amostra.

2.4.5. Delineamento Experimental e Analises Estatisticas

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com
quatro niveis crescentes de Cr suplementar (0; 0,250; 0,375 e 0,500 mg/dia) e seis repeticdes
cada.

A andlise dos dados foi feita através do Statistical Analysis System (SAS, 1999)
usando os procedimentos PROC GLM e PROC REG (para as regressdes polinomiais
pertinentes), ambos com nivel de significancia a 5%.

Para os dados de urina, que foram mensurados mais de uma vez no decorrer do
experimento, uma andlise de variancia com medidas repetidas no tempo foi realizada. As médias
foram comparadas utilizando-se um ajuste de comparagao multipla para o teste Tukey (p<0,05).

Os parametros com alto coeficiente de variagdo foram normalizados pela

transformacao logaritmica ou radicial.

2.5. Resultados

O resultado dos exames clinicos apresentaram-se dentro dos pardmetros
normais. Deste modo, nenhum cordeiro apresentou sinais de doenga durante o periodo
experimental.

Diferencas significativas entre os tratamentos foram observadas para coragdo,
pulmao e testiculo (Tabela 2.3). Contudo, o comportamento de deposicao foi diferente entre

esses tecidos: para o musculo cardiaco e o testiculo, a concentragao de Cr ocorreu de maneira
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linear, de modo que quanto maior a suplementacdo com o CrPic, maior a concentracao de Cr
no tecido (Figuras 2.1 e 2.2).

No pulmaio, a resposta a suplementagdo com CrPic demonstrou ser quadratica
de forma que diminutas elevagdes na concentragdo de Cr suplementar representam elevacao

consideravel na concentragdo de Cr tecidual (Figura 2.3).

Tabela 2.3. Concentracdo de Cr (e respectivas regressdes) aferida nos diferentes tecidos de ovinos Santa Inés
controle e suplementados com CrPic.

Tratamentos

Orgios (mg de CrPic/dia) E:j:;g Regressao
0,000 0,250 0,375 0,500 Linear Quadratica

Figado (ppm) 1,62 1,71 1,74 1,36 0,17 ns! ns
Rim (ppm) 296 3,05 3,57 2,64 0,39 ns ns
Bago (ppm) 1,61 1,92 1,62 193 0,18 ns ns
Coracao (ppm) 1,75 2,00 201 2,14 0,16 0,0162 ns
Linfonodo (ppm) 6,01 723 6,41 5,68 0,67 ns ns
Musculo (ppm) 3,04 433 3,55 3,60 0,53 ns ns
Osso (ppm) 10,92 11,73 10,65 12,18 0,71 ns ns

Pulméo (ppm) 1,41 1,61 1,67 2,08 0,28 ns 0,0049
Testiculo (ppm) 3,30 3,60 4,65 4,21 0,61 0,04 ns

'ns = ndo significativo (p = 0,05).
Coragao
6 - o
M Placebo

A 0,350 mg de CrPic/dia
¢ 0,375 mg de CrPic/dia

@ 0,500 mg de CrPic/dia

y =1,5925x + 3,3196
R?=0,1488
[} p =0,0162

Concentragdo de Cr (ppm)

0 0,702
mg de Cr/kg de Matéria Seca

Figura 2.1. Concentragdo de Cr no coragao de ovinos SI controle ¢ apds 84 dias de suplementagdo com CrPic.
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Testiculo

[EEY
»
*

€
[«%
o M Placebo
T 12 A
% m A ¢ 40,250 mg de CrPic/dia
$ 10 $ ) g
o
T g Y 4 0,375 mg de CrPic/dia
£ A ¢ .
S 6 R @ 0,500 mg de CrPic/dia
(8]
S 4 |m A y =8,5022x + 6,439
o 2 _
R?=0,179
2 |u p=0,04
0
0 0,702

mg de Cr/kg de Matéria Seca

Figura 2.2. Concentracdo de Cr em testiculo de ovinos SI controle e ap6s 84 dias de suplementag¢ao com CrPic.

Pulmao
8
7 o
6 W Placebo
5 A A 0,250 mg de CrPic/dia

¢ 0,375 mg de CrPic/dia

@ 0,500 mg de CrPic/dia

Concentragdo de Cr (ppm)
N

3
y = 3,3473x2 + 0,9144x + 2,0931
2 R?=0,3337
=0,0049
1 p
0
0 0,702

mg de Cr/kg de Matéria Seca

Figura 2.3. Concentragdo de Cr em pulmao de ovinos SI controle e ap6s 84 dias de suplementacao com CrPic.

Com excecdo do dia inicial do experimento (Dia 0), quando os animais ainda

ndo haviam recebido o Cr suplementar, todos os demais dias analisados apresentaram
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diferencas significativas para a excrecao de Cr via urina, com concentragdes mais elevadas
quanto maior a dose de CrPic suplementada. Adicionalmente, houve uma interacao entre dose
de CrPic suplementar e o tempo (p=0,0009) e também um efeito quadratico positivo do tempo

(p<0,0001) (Figura 2.4).

Tabela 2.4. Concentragdo de Cr urindrio, desvio padrdo e tipo de regressdo aferidos nos diferentes tratamentos
em relag@o ao tempo de suplementagao.

. . . Tratamentos (mg de CrPic/dia) Desvio Regressao
Dias de Experimentagdo ~ - —
0,000 0,250 0,375 0,500 Padrao Linear  Quadratica

0 3,51 3,90 3,61 3,09 0,34 ns' ns
21 1,77° 2,53% 2,76° 2,85° 0,49 0,002 ns
43 2,72° 2,63 3,46% 4,69¢ 0,95 ns <0,0001
63 4,15 4,78 4,91%® 5,76 0,66 0,004 ns
84 5,66° 6,60° 6,75% 7,40° 0,72 0,0001 ns

'ns = ndo significativo;
Letras diferentes na mesma linha diferem entre si pelo teste F.

[ ]de Cr Urinario x Tempo

N
&)

o
w
N

£
255 . W Placebo
o it
(] 7
o () 3’ A 0,250 mg de CrPic/dia
18 4'5 e
O ,/ .
‘E A 7 ¢ 0,375 mg de CrPic/dia
235§ .- .,
5 S .- @ 0,500 mg de CrPic/dia
o ~~<_ .—--- -

2,5 A l y =0,0011x2 - 0,0494x + 3,4118

R?=0,8453
[ |
1,5
0 21 42 63 84
Dias

Figura 2.4. Relacdo entre a concentragdo de Cr urinario em ovinos Santa Inés controle e suplementados com
CrPic e o tempo.
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2.6. Discussao

Poucas informagdes sobre o metabolismo do Cr em animais de produgdo estdo
disponiveis, provavelmente devido a importancia dada a este elemento como marcador
externo de consumo e digestibilidade e, também pela dificuldade intrinseca de manipulagdo e
mensuracao de elementos-trago. De fato, com exce¢do de um trabalho conduzido por Uyanik
et al. (2005) com codornas, ao que temos noticia, este € o unico estudo de andlise quantitativa
de Cr em tecidos de animais de produgao.

Avangos na dindmica e cinética do Cr em mamiferos tém ocorrido
especialmente em estudos com ratos e pela utilizacio de Cr radioativo, em especial o *'Cr.
Esses estudos confirmaram algumas teorias postuladas anteriormente em relagdo ao Cr,
enquanto outras foram rejeitadas. Por exemplo, Hepburn e Vincent (2003) e Nielsen et al.
(2009) ratificaram a informacao de que o Cr € absorvido primariamente no intestino delgado.
Contudo, a premissa defendida por Anderson (1987) de que a eficiéncia de absorgdo ¢
inversamente proporcional a ingestdo alimentar foi rebatida por Nielsen et al. (2009) que nao
verificaram variabilidade na absor¢io intestinal de °'Cr apés a administragdo oral de
diferentes quantidades de CrCl;. Por outro lado, nesse estudo a forma quimica com a qual o
ICr foi administrado mostrou grande importdncia nos pardmetros de absorcdo,
biodisponibilidade e excrecdo. Esses pesquisadores ressaltaram que a absor¢do intestinal de
Cr ¢ muito maior quando o elemento ¢ administrado sob a forma de CrPic que sob a forma de
CrCls. Entretanto, a maior parte do °'Cr fornecido como CrPic é excretado via urina em 24
horas, comprometendo, em parte, a eficiéncia de utilizagdo desse mineral pelo organismo
(Nielsen et al., 2009).

Tradicionalmente o Cr tem sido determinado em amostras bioldgicas por
técnicas de espectrometria de absor¢do atdmica com forno de grafite (Nicholson et al., 1999),
analise de ativacdo neutronica (Lagerwaard et al., 1995) ou espectrometria de emissdo Optica
indutivamente acoplada (ICP-OES; Witmer et al., 1989). Contudo, a espectrometria de massa
indutivamente acoplada (ICP-MS) tem se tornado a técnica mais indicada para essas analises,
por possuir baixos limites de detecgdo e capacidade para analise de multi-elementos (Hung et
al., 2007). Porém, ainda ¢ uma técnica muito restrita devido ao custo do equipamento e

necessidade de infra-estrutura especial, além de mao-de-obra altamente especializada.
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Embora Levine et al. (2010) tenham estabelecido e validado protocolo para
mensuragao de Cr por ICP-MS em tecido renal de ratos analisando o 3Cr, as concentracdes
de Cr mensuradas no tecido renal neste experimento utilizando o **Cr (2,54 a 3,57 ppm) sdo
semelhantes as concentragdes aferidas por aqueles pesquisadores (entre 0,50 e 5,00 ppm). Isso
demonstra que a técnica utilizada aqui tem validade, especialmente pelos baixos indices de
desvio padrao. Contudo essa discussao foge do escopo deste experimento.

Havia a expectativa de que o Cr iria se acumular no figado, em virtude desse
orgdo ser o primeiro tecido perfundido com substancias estranhas absorvidas oralmente, pela
extensa literatura abordando os efeitos hepatotoxicos desse mineral (Cerulli et al., 1998;
Bagchi et al., 2002) e, principalmente pelo mecanismo de transporte de Cr na corrente
sanguinea descrito por Sun et al. (2000) e Vincent (2000), que indicaram a transferrina como
sendo a molécula carreadora do metal. Como a transferrina possui elevada atividade no
figado, era de se esperar que as concentragdes de Cr também o fossem. Contudo o acimulo do
metal nesse tecido ndo ocorreu neste experimento. Resultado semelhante foi obtido por Sahin
et al. (2001) que por sua vez ndo verificaram alteragcdes nas concentragdes de Cr no figado de
coelhos apods a suplementacdo oral com cloreto de Cr. Por outro lado, Uyanik et al. (2005) e
Zha et al. (2007) utilizando respectivamente codornas suplementadas com cloreto de Cr e
ratos suplementados com CrPic observaram elevagdes na concentracdo de Cr em tecido
hepatico de acordo com a concentragdo de Cr suplementar na dieta. Esses resultados
inconsistentes entre os estudos podem ser explicados por diferengas entre a metodologia € o
material utilizados, além da concentragdo de Cr na dieta basal e espécie animal empregada em
cada experimento diferirem. Assim, a analise em conjunto desses resultados refor¢am a
necessidade de mais estudos nesse sentido.

Em adi¢do, Dallago et al. (2008) relataram a presenca em nivel ultra-estrutural
de material elétron-denso no tecido hepatico dos mesmos animais utilizados aqui e suscitaram
a possibilidade de que se tratava de depositos de Cr, especialmente pela associagdo observada
entre a dose de CrPic fornecida e a quantidade de depositos elétron-densos visualizados. Essa
associa¢do mostrou-se descabida ap6s a avaliacdo por ICP-MS relatada aqui. Entretanto, hé a
possibilidade de que esses depositos eletron-densos sejam basicamente formados por Fe’*
visto que existe uma relagdo entre a hemocromatose, sobrecarga hepatica de ferro, insulina,
transferrina e o Cr. Essa relacdo ¢ descrita por Vincent (2000).

A auséncia de relagdo entre a quantidade de Cr suplementar e a concentragdo
de Cr nos rins, num primeiro momento parece incabivel pelo fato da excrecdo do mineral ser

primordialmente urinaria. Porém ¢ plausivel, uma vez que o tempo de circulagdo desse metal
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no organismo ¢ curto (menor que 1 dia), sendo rapidamente excretado (Nielsen et al., 2009) e
de modo que ndo tende a se acumular. As concentragdes de Cr urinario mensuradas neste
experimento corroboram com essa hipotese: o excesso de Cr absorvido foi excretado, por isso
a relagdo direta entre a dose de Cr suplementar e a concentracdo de Cr urindrio. Entretanto,
essa premissa sé ¢ valida para as moléculas de Cr que adentraram os rins. Aquelas que foram
apreendidas no pool de armazenamento do organismo ou que foram captadas por 6rgdos que
tenham maior avidez em relagdo ao mineral, acabaram por ser sequestradas até que sua
utilizagdo fosse necessaria.

Visto que o CrPic ¢ uma molécula estranha ao organismo, a hipdtese de que o
sistema fagocitico-mononuclear apreenderia o mineral era possivel. Porém, as concentragdes
de Cr nos linfonodos e bago refutam essa hipdtese, talvez por existir um limite na
incorporacao do mineral nesses tecidos ou simplesmente pelo fato de que a quantidade de Cr
nesses Orgdos independe da dose ingerida de Cr. Dessa forma ¢é possivel excluir a
possibilidade de que os prejuizos ao sistema imunitario descritos por Dallago (2008)
ocorreram pelo acimulo do mineral no tecido linféide. Contudo, o fato de que a concentragao
de Cr nos linfonodos esteve cerca de cinco vezes maior que nos outros tecidos moles revelou
que embora nao seja um sitio de acimulo do mineral, o linfonodo ¢ um local natural de
reserva corporea de Cr.

A preocupagdo com a possibilidade de o Cr originario do CrPic poder se
bioacumular e biomagnificar ¢ procedente. De fato, o coragdo, os pulmdes e os testiculos
apresentaram concentragdes de Cr dependendo da dose suplementar de CrPic. Contudo, o
consumo de carne proveniente de animais suplementados com o mineral ¢ seguro do ponto de
vista toxicologico uma vez que ndo apresentou resultados semelhantes. Em contrapartida, a
utilizagdo de miudos na confec¢do de farinha de carne e ossos, a médio e longo prazo parece
ndo ser tdo inofensiva, pois tanto os 0ssos (que apresentaram as maiores concentragdes de Cr),
quanto os testiculos, o coragdo e o pulmao s@o componentes dessas farinhas.

O osso, por sua vez, demonstrou ser um local de reserva de Cr no organismo.
Embora a concentracdo desse mineral nesse substrato ndao tenha ocorrido de maneira
dependente a quantidade de Cr fornecida na dieta, as concentragdes de Cr mensuradas atestam
ser o 0sso um deposito natural do mineral no organismo.

O acimulo desse metal no coracgdo talvez ocorra em virtude do alto grau de
metabolismo desse musculo. Pela sua incessante atividade, o coragdo requisita grande aporte
de glicose e, necessariamente o mecanismo de entrada desse substrato na célula cardiaca

também deve funcionar com grande intensidade, requisitando o Cr em grandes quantidades.



71

Para os pulmdes, o acimulo do mineral pode ter ocorrido em funcdao da
capacidade de detoxificacdo intrinseca desse 6rgao. De acordo com Maxie (2007) os pulmdes
possuem seus proprios meios de oxidar substincias nocivas complementarmente ao figado.
Essas reacdes de detoxificacdo normalmente transformam substancias menos toxicas em
substancias mais toxicas, porém com menor tempo de meia-vida (Maxie, 2007). Talvez com a
presenca extra de Cr devido a suplementagdo os pulmdes tenham aumentado a intensidade
desse processo, elevando a concentragdo do elemento-traco neste 6rgdo. Independentemente
disso, esse mecanismo de detoxificagdo foi bem descrito por Levina e Lay (2008) e
comprovadamente ocorre com o CrPic, onde a molécula de Cr3+, acaba por se transformar em
Cr*" ou até mesmo em Cr’" que sdo mais reativas. Por sua vez, o sistema respiratorio é o
principal alvo de toxicidade do Cr®" com uma série de patologias associadas & exposi¢do
cronica ao mineral (EPA, 1998). Essas hipoteses explicariam complementarmente o fato de
que estes animais apresentaram extenso tecido linfoide broncoassociado (BALT) e

espessamento consideravel do septo alveolar descritos no capitulo 3 desta tese.

2.7. Conclusao

A excrecdo urinaria de Cr ocorre de forma quantidade-dependente, de modo
que quanto mais Cr na dieta, maior a concentragdo de Cr na urina. O coracao, os pulmdes e os
testiculos sao capazes de bioacumular Cr, enquanto o osso e o linfonodo podem ser depositos
naturais do mineral no organismo. Portanto, a utilizagdo dietética de CrPic pode ter papel
importante no processo de bioacumulag¢do e biomagnificacdo do Cr na cadeia alimentar em

que animais suplementados com o mineral estiverem inseridos.
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3.1. Resumo

Os efeitos da suplementagao oral de picolinato de cromo (CrPic) sobre diversos
pardmetros sanguineos e sua possivel toxicidade sobre figado, rins, pulmdes, coracdo e
testiculo foram investigados. Vinte e quatro cordeiros inteiros SI foram tratados com quatro
diferentes concentragcdes de CrPic: placebo, 0,250, 0,375 e 0,500 mg de CrPic/animal/dia
durante 84 dias. A dieta basal foi composta por feno de Panicum maximum cv Massai e
concentrado. Sangue e soro sanguineo foram colhidos quinzenalmente e andlises de
hemograma, leucograma e testes bioquimicos séricos foram realizados. No dia 84 os animais
foram eutanasiados e analises histopatologicas em figado, rim, coragdo, pulmao e testiculos
foram realizadas. Diferengas entre os tratamentos (p<0,05) foram observadas para VG (dia
84), hemoglobina (dia 84), PPT (dia 56 e dia 84), monocitos (dia 56), eosindfilos (dia 56) e
trigliceridios (dia 70). Nao houve relagdo estatisticamente significante entre a suplementacao
de Cr e os achados histopatologicos, embora animais tratados com o elemento-trago tenham
apresentado alteragdes morfoldgicas em figado, rim e testiculo. Assim, a suplementagdo com

Cr permanece sob suspeita quanto a sua agao fisioldgica e toéxica em ovinos.

Palavras-chave: Hemograma; Leucograma; Bioquimica Sérica; Suplemento Mineral.
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3.2. Abstract

The effects of oral supplementation of chromium picolinate (CrPic) on various
blood parameters and their possible toxicity on liver, kidneys, lungs, heart and testis were
investigated. Twenty-four Santa Inés lambs were treated with four different concentrations of
CrPic: placebo, 0.250, 0.375 and 0.500 mg CrPic/animal/day for 84 days. The basal diet
consisted of hay Panicum maximum cv Massai and concentrate. Blood and serum were
collected fortnightly and analysis of blood count, leukocyte count, differential leukocyte count
and serum biochemical tests were performed. On day 84 the animals were euthanized and
histopathological analysis in liver, kidney, heart, lung and testis were made. Differences
between treatments (p <0.05) were observed for PCV (day 84), hemoglobin (day 84), TPP
(day 56 and day 84), monocytes (day 56), eosinophils (day 56) and triglycerides (day 70).
There was no statistically significant relationship between Cr supplementation and
histopathological findings, although some animals treated with the trace element have shown
morphological changes. Thus, supplementation with Cr remains in doubt as to its

physiological action and toxicity in sheep.

Key words: Hemogram; Leukogram; Serum Biochemistry; Mineral Supplement.

3.3. Introducao

O picolinato de cromo (CrPic) é um composto quelatado utilizado como
suplemento alimentar para humanos e animais. Acredita-se que seja um micromineral
essencial por estar associado a varios processos metabdlicos, sendo a potencializagdo da agdo
da insulina seu efeito mais pronunciado. Assim, o metabolismo geral e outros processos
corpéreos podem ser influenciados pela sua adi¢ao na dieta (Anderson, 1987).

Contudo, a utilizagdo desse mineral como suplemento alimentar carece de
muitas informagdes, especialmente no que tange a inocuidade de sua administracdo, pois por
se tratar de um metal pesado, o Cr possui potencial téxico, podendo acarretar danos ao
material genético e aos gametas, interferir sobre fungdes metabodlicas essenciais ou formar

compostos altamente reativos (Merrill et al., 2001; Hodgson et al., 2004; Klaassen, 2006;
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Stoecker, 2006) o que aumentaria o estresse oxidativo no organismo animal. De fato, alguns
pesquisadores tém revelado a importancia de mais estudos em relacao a utilizacao dietética de
Cr ao indicarem a possibilidade de efeitos toxicos associados ao seu uso (Woski et al., 1999;
Stearns et al. 2002; Subramanian et al., 2006). Em adi¢do, estudo complementar a este
(descrito no segundo capitulo desta tese) indicou maiores concentragdes de Cr na musculatura
cardiaca, pulmdes e testiculos apos a suplementacdao com o CrPic. Como esses tecidos tém
potencial para entrar na cadeia alimentar de humanos ou sdo essenciais para a reproducdo da
espécie, se faz necessario pesquisar as consequéncias da presenca de Cr sobre esses 6rgaos.

Os produtores rurais ignoram esses riscos € muitos utilizam formulagdes de sal
mineral suplementados com Cr na dieta animal. Grande parcela de culpa deve-se a industria
de suplementos alimentares que independentemente de respaldo cientifico, vem adicionando
Cr ao sal mineral como sendo um elemento infalivel, que “melhora o desempenho produtivo e
0 sistema imunitario” ou como um “fator nutricional anti-estresse” (Vincent, 2004).

Portanto, definir a influéncia da suplementagao de Cr sobre o metabolismo
corpdreo e seus possiveis efeitos toxicos auxiliard a esclarecer as vantagens, desvantagens e a
real necessidade de proceder com a suplementagcdo deste mineral na dieta dos animais de
produgdo. Nesse sentido, a avaliagdo de varios pardmetros sanguineos, bem como o estudo de
moléculas séricas (glicose, enzimas, perfil de leucocitos, entre outras) e a confirmagdo (ou
ndo) da inocuidade e seguranca da administragdo de CrPic, sdo imprescindiveis para
esclarecer as dividas que pairam sobre o uso desse mineral como suplemento alimentar.

O objetivo deste estudo ¢ avaliar os efeitos da suplementagao dietética de doses
crescentes de CrPic em ovinos sobre os parametros sanguineos € a possivel a¢ao toxica desse

composto sobre 0rgaos-alvo previamente identificados como propensos ao acumulo de Cr.

3.4. Material e Métodos

3.4.1. Local

Este experimento foi desenvolvido no Centro de Manejo de Ovinos da Fazenda
Agua Limpa de propriedade da Universidade de Brasilia — UnB e localizada no Nucleo Rural

Vargem Bonita a aproximadamente 25 km do centro de Brasilia - DF.
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3.4.2. Animais e Instalacoes

Foram utilizados 24 cordeiros machos inteiros da raga Santa Inés pertencentes
ao rebanho da Fazenda Agua Limpa — FAL/UnB. Os animais possuiam peso vivo médio
inicial de 22,89 + 2,23 kg e idade aproximada de trés meses e 15 dias. Antes do inicio do
experimento, todos os animais foram tratados com cloridrato de Levamisol p.o. (Fort Dodge
Ripercol-L®) na dose recomendada pelo fabricante e receberam inje¢do i.m. de ferro (Tortuga
Ferrodex®) e vitaminas A, D e E (Pfizer A-D-E®) nas doses recomendadas pelos fabricantes
além de serem submetidos a exame clinico, exame coprologico e mensuragcdo do hematdcrito
a fim de evitar que animais doentes ou com parasitas gastrintestinais iniciassem o
experimento.

Os ovinos foram alocados em baias individuais medindo 1,40 x 2,10 metros,
protegidas das intempéries climaticas. No interior de cada uma das baias havia um cocho para
agua, um para o volumoso e outro para o concentrado e a baia era recoberta com cama para

evitar o contato direto dos animais com o chao.

3.4.3. Manejo Alimentar, Adaptaciao e Tratamentos

Com base no peso vivo os 24 cordeiros foram distribuidos em quatro
tratamentos contendo seis animais. Os cordeiros eram alimentados duas vezes ao dia da
seguinte maneira: pela manha recebiam todo o concentrado composto de 85% de farinha de
mandioca, 11,5% de sal mineral e 3,5% de uréia e metade do volumoso constituido de feno de
Panicum maximum cv Massai sendo que a outra metade foi fornecida no periodo da tarde,
respeitando-se sobra de 10% (ad libitum). As analises bromatologicas dos alimentos
utilizados foram feitas de acordo com Silva e Queiroz (2006) ¢ encontram-se na Tabela 3.1.
Para estas analises, foram tomadas varias amostras, as quais foram misturadas obtendo-se
uma amostra composta.

Com o desenvolvimento dos ovinos a quantidade inicial de 300g de
concentrado/animal/dia foi aumentada para 400g de concentrado/animal/dia, a partir do 42°

dia de experimentagdo. A agua foi consumida ad libitum.



80

Tabela 3.1. Composi¢io bromatologica dos alimentos fornecidos aos ovinos em g kg de matéria seca (MS).
Feno de Panicum maximum

Constituintes Concentrado cv. Massai
Matéria seca (g/kg) 904,1 873,6
Fibra em Detergente Neutro (g/kg MS) 68,0 721,2
Fibra em Detergente Acido (g/kg MS) 32,4 408,5
Proteina (g/kg MS) 104,4 63,3
Extrato etéreo (g’kg MS) 7,4 243
Matéria mineral (g/kg MS) 1054 67,3
Fosforo (g/kg MS) 6,1 1,0
Cromo (ppm) 0,025 0,0145

Os animais permaneceram confinados durante todo o experimento (99 dias) e
passaram por um periodo inicial de duas semanas para adaptagdo as novas condigdes.
Acompanhamento clinico foi realizado duas vezes durante o experimento e envolveu
auscultacdo pulmonar e de vias aéreas superiores, auscultacdo cardiaca, afericdo da
temperatura e avaliagdo de mucosas.

A suplementagdo de Cr foi feita pela ingestdo didria individual pela manha de
capsulas com concentragdes crescentes de picolinato de cromo (CrPic) nas seguintes
quantidades: placebo; 0,250 mg de Cr; 0,375 mg de Cr e 0,500 mg de Cr. A Tabela 3.2
apresenta a concentracdo total de Cr ingerida por esses animais levando-se em consideragao

tanto a dieta quanto a ingestao de dgua (Dallago et al., 2011).

Tabela 3.2. Ingestdo total de Cr (considerando os alimentos e a 4gua) nos diferentes tratamentos.

Tratamento
Placebo 0,250 0,375 0,500
(mg de Cr/dia) (mg de Cr/dia) (mg de Cr/dia)
[ngestdo de Cr 0,025 0,296 0,399 0,702

(mg/kg de Matéria Seca)

Fonte: Dallago et al. (2011).

3.4.4. Colheita de Sangue

Amostras de sangue foram colhidas a cada duas semanas por pungdo jugular.

Tubos vacuntainer® com e sem EDTA foram utilizados para colher o sangue. Em seguida,
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foram prontamente resfriados em gelo e transportados ao laboratério para anélise. O soro foi
obtido a partir de sangue coagulado e centrifugado a 2000 rpm por 5 min. Em seguida, o soro

foi congelado a -20 °C até o momento da anélise.

3.4.5. Bioquimico sérico e Hematologia

O sangue colhido em EDTA foi utilizado para proceder com a mensuracao de
volume globular (VG), contagem de hemacias (HEM), hemoglobina (Hb) e contagem de
leucécitos (LEU). Essas analises foram realizadas em contador automatico (ABCVet - ABX")
no Laboratdrio de Patologia Clinica Veterinaria — HVET/UnB. A contagem diferencial de
leucdcitos foi realizada por técnicos treinados do mesmo laboratério. O volume corpuscular
médio (VCM), a hemoglobina corpuscular média (HCM) e a concentragao de hemoglobina
corpuscular média (CHCM) foram calculados.

Metabdlitos séricos, incluindo glicose (GLI), colesterol (COL), lipoproteina de
alta densidade (HDL), trigliceridios (TRI), aspartato-aminotransferase (AST), gama-
glutamilpeptidase (GGT), uréia (BUN) e creatinina (CREAT) foram mensurados por
espectrofotometria utilizando “kits” comerciais especificos (LABTEST®). As proteinas

plasmaticas totais (PPT) foram mensuradas com o auxilio de um refratdmetro.

3.4.6. Histopatologia

Ao final do experimento os animais foram eutanasiados e amostras de figado,
rins, pulmdes, testiculos e coragdo foram colhidas e fixadas em formol 10% tamponado até
que o material fosse processado em série gradativa de solugdes de etanol, parafinizado e
seccionado com cortes de espessura de 5 pm para a confec¢do de laminas de histopatologia.
Em seguida o material foi corado com eosina-hematoxilina (HE) e analisado em microscopio
de luz. Trés cortes de cada amostra foram avaliados quanto a presenca e intensidade (+, ++ ou
+++) de lesdes compativeis com intoxicacdo por metais pesados, ou qualquer outro tipo de

lesdo que pudesse inferir uma agao toxica do Cr sobre o tecido.
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Experimento complementar a este (segundo capitulo desta tese), utilizando os
mesmos animais, indicou que esses O0rgaos possuiam a capacidade de armazenar maiores
concentragdes de Cr de acordo com elevacdo na dose suplementar do mineral, por isso a

eleicdo desses tecidos para analise histopatologica.

3.4.7. Determinacio de Cr

Todas as determinagdes de Cr realizadas neste experimento foram feitas por
Espectrometria de emissdo atdmica indutivamente acoplada a plasma de argbnio em
espectdometro de modelo Thermo Jarrell Ash IRIS/AP® - Laboratério de Quimica Analitica de
Plantas/CPAC/EMBRAPA. Estas amostras foram incineradas em mufla a 450 °C e
posteriormente submetidas a digestdo cloridrica conforme descrito por Silva e Queiroz
(2006). A 4gua consumida pelos animais foi analisada do mesmo modo, com a ressalva de

que por apresentar-se liquida ndo foi necessario realizar a digestao cloridrica.

3.4.8. Delineamento Experimental e Analises Estatisticas

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com
quatro niveis crescentes de Cr suplementar (0; 0,250; 0,375 e 0,500 mg/dia) e seis repeticdes
cada.

A analise dos dados foi feita através do Statistical Analysis System (SAS, 1999)
usando os procedimentos PROC GLM e PROC REG (para as regressdes polinomiais
pertinentes), ambos com nivel de significancia a 5%. Para os dados mensurados mais de uma vez
no decorrer do experimento, por exemplo, contagem total de hemadcias, volume globular e
leucocitos, uma andlise de variancia com medidas repetidas no tempo foi realizada. As médias
foram comparadas utilizando-se um ajuste de comparagdo multipla para o teste Tukey (p<0,05).
Os parametros com alto coeficiente de variagdo foram normalizados pela transformagao
logaritmica ou radicial.

Para as andlises histopatoldgicas, foi utilizado o teste exato de Fischer com nivel

de significancia a 5%.
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3.5. Resultados

3.5.1. Exame Clinico

O resultado dos exames clinicos apresentaram-se dentro dos pardmetros
normais. Deste modo, nenhum cordeiro apresentou sinais de doenga durante o periodo

experimental.

3.5.2. Hemograma

Tanto o volume globular (VG), quanto as proteinas plasmaticas totais (PPT), e
a hemoglobina (Hb) apresentaram interagdo significativa entre o tempo e o tratamento (Tabela
3.3). Contudo, aos 83 dias de experimentacdo houve uma regressao linear positiva (p=0,0082)
entre VG e o CrPic suplementar (Figura 3.1) e entre este e a Hb (p=0,0024) (Figura 3.2).

De maneira semelhante, houve um efeito quadratico positivo da suplementagio
de Cr sobre PPT (p<0,0001) nos dias 56 e¢ 84 (Figuras 3.3 ¢ 3.4). O tempo influenciou VG,
Hb, CHCM (p<0,0001) e VCM (p=0,0242), porém a resposta desses pardmetros a essa fonte
de variag¢do ndo foi uniforme ou constante.

A contagem total de hemacias (HEM) e a hemoglobina corpuscular média
(HCM) nao apresentaram diferengas significativas entre os tratamentos e nem efeito do
tempo, de modo que esses parametros ndo foram influenciados nem pelo Cr suplementar nem

pelo tempo que os animais permaneceram no experimento.
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Tabela 3.3. Efeito da concentracio de Cr dietético e tempo de experimento sobre VG, HEM, Hb, VCM, CHCM,
HCM e PPT em ovinos Santa Inés controle e suplementados com CrPic.

Tratamento
(mg de Cr/dia)
Placebo 0,250 0,375 0,500
Valor
Dia Volume Globular (%) DPM! Si;&fcléiecia . fer‘;flcia*
(média)
0 32,5 33,8 32,7 32,8 2,72 ns? 27-45
14 33,0 34,2 37,7 34,7 2,76 ns (35)
28 33,2 33,3 36,8 34,5 4,01 ns
42 31,5 31,7 33,8 30,7 2,44 ns
56 31,1% 30,3 35,1° 31,3 2,64 0,0249
70 31,8 30,8 33,0 32,3 2,65 ns
84 28,0° 29,0 31,6 31,5% 2,10 0,0210
Hemécias (x 10%/uL)
0 11,3 11,8 13,3 12,3 1,50 ns 9-15
14 13,2 12,9 11,6 12,2 2,28 ns (12)
28 13,0 11,1 14,2 11,5 2,78 ns
42 11,9 11,9 12,3 11,8 1,50 ns
56 12,7 12,0 14,5 12,9 1,48 ns
70 12,9 12,7 12,3 11,5 1,90 ns
84 10,8 11,9 11,8 12,3 1,73 ns
Hemoglobina (g/100 mL)
0 11,0 11,5 11,1 11,1 0,92 ns 9-15
14 11,2 11,6 12.8 11,7 0,94 ns (11.5)
28 10,7 10,9 12,3 11,2 0,95 0,0322
42 10,7 10,7 11,5 10,4 0,83 ns
56 11,6™ 11,4° 13,1° 11,5° 0,93 0,0161
70 11,9 11,8 12,5 12,3 1,04 ns
84 8,3 8.8% 9,9° 10,1° 0,93 0,0114
VCM (fL)
0 29,2 29,3 24,7 27,0 3,96 ns 28-40
14 25,3 27,1 33,4 30,0 5,70 ns (34)
28 26,5 30,2 27,3 30,4 4,43 ns
42 26,6 26,7 27,5 26,4 2,29 ns
56 24,5 25.4 24,5 248 3,26 ns
70 24,7 253 27,0 28,1 3,34 ns
84 26,5 24,7 26,8 26,9 4,49 ns
CHCM (g/100 mL)
0 34,0 34,0 34,0 34,0 - ns 31-34
14 34,0 34,0 34,0 34,0 - ns (32,5)
28 32,6 32,8 34,2 33,0 4,10 ns
42 34,0 34,0 34,0 34,0 - ns
56 37,3 38,1 37,6 36,8 2,68 ns
70 37,5 38,4 38,0 38,5 3,08 ns
84 29,8 30,4 31,4 32,2 2,68 ns
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HCM (pg)

0 9,9 10,0 8.4 9,2 1,35 ns 8-12
14 8,6 9.2 11,4 10,2 0,62 ns (10)
28 8,7 9,9 9,2 10,1 1,80 ns

42 9,1 9,1 9.4 9,0 0,78 ns

56 9,2 9,7 9,2 9,2 1,41 ns

70 9.3 9,7 10,3 10,8 1,53 ns

84 7.9 7,5 8.4 8,7 1,75 ns

PPT (g/100 mL)

0 59 59 5.8 6,1 0,34 ns 6-7,5
14 6,5 6,4 6,1 6,6 0,30 ns

28 6,5 6,5 6,3 6,7 0,29 ns

42 6,1 5,9 6,0 6,2 0,32 ns

56 6,0 6,1 6,1 6,5 0,38 ns

70 6,4 6,3 6,2 6,5 0,33 ns

84 6,0 5,8° 6,0 6,8° 0,28 <0,0001

'DPM = desvio padrao médio (n=6);

ns = nao significativo.

Letras diferentes na mesma linha diferem entre si pelo teste F.
*De acordo com Jain (1993).
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0 0,702
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Figura 3.1. Efeito da concentragdo de Cr suplementar sobre o volume globular de ovinos SI controle e
suplementados com CrPic no 84° dia de experimento.
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Figura 3.2. Efeito da concentragdo de Cr suplementar sobre a hemoglobina de ovinos SI controle e
suplementados com CrPic no 84° dia de experimento.
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Figura 3.3. Efeito da concentracdo de Cr suplementar sobre PPT de ovinos SI controle e suplementados com
CrPic no 56° dia do experimento.
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Figura 3.4. Efeito da concentragdo de Cr suplementar sobre PPT de ovinos SI controle e suplementados com
CrPic no 84° dia do experimento.

3.5.3. Leucograma

Nenhuma das varidveis mensuradas no leucograma apresentou influéncia da
interagdo entre o tempo e o Cr suplementar (Tabela 3.4).

O tempo influenciou LEU (p=0,0013), LIN (p=0,0247) e SEG (p=0,0118),
porém, sem padrdo temporal. Enquanto MON e EOS apresentaram regressdes (positiva e
negativa, respectivamente) com a quantidade de Cr suplementar dietético no 56° dia do

experimento (Figuras 3.5 e 3.6).
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Tabela 3.4. Efeito da concentracdo de Cr dietético e tempo de experimento sobre o nimero de leucdcitos,
monocitos, linfocitos, neutréfilos segmentados, eosindfilos e basoéfilos em ovinos Santa Inés controle e
suplementados com CrPic.

Tratamento
(mg de Cr/dia)
Placebo 0,250 0,375 0,500
Valor
Dia Leucdeitos (x 10°/uL) Siglli\;iéiecia refer(éflcia*
DPM! (média)
0 8033,3 8875,0 9783,3 10083,3 2442 ns? 4000-12000
14 10250,0 9241,7 9225,0 9808,3 3524 ns (8000)
28 11275,0 9441,7 11616,7 9425,0 2993 ns
42 8491,7 9050,0 10708,3 10571,7 2724 ns
56 8016,7 9066,7 9800,0 9483,3 2474 ns
70 8583,3 9316,7 8516,7 9525,0 2297 ns
84 7408,3 8133,3 7716,7 8816,7 2570 ns
Monécitos (x 10*/uL)
0 133,5 420,5 316,8 395,7 313 ns 0-750
14 170,2 217,5 74,7 2923 173 ns (200)
28 65,5 120,7 295,0 93,7 177 ns
42 207,3 90,0 230,0 3237 179 ns
56 442 116,8 139,5 298,7 154 ns
70 180,3 367,0 388,2 197.,5 316 ns
84 164,3 293,3 366,2 227,0 203 ns
Linfécitos (x 10°/uL)
0 4816,7 44442 5057,8 4579,0 1555 ns 2000-9000
14 5064,0 57333 5861,8 4976,8 2556 ns (5000)
28 5401,7 4822,3 6719,5 3785,7 2291 ns
42 5166,3 5433,0 5838,0 6298,2 2099 ns
56 3929,3 4520,0 4766,0 4574,2 1575 ns
70 5089,0 5567,2 4847,0 5158,2 1606 ns
84 4419,0 4481,7 4119,2 4983,2 1751 ns
Segmentados (x 10°/uL)
0 2715,3 3783,8 42342 49232 1868 ns
14 4607,8 3117,8 3130,8 43425 2157 ns 700-6000
28 5411,3 4225,5 4310,2 5315,8 2156 ns (2400)
42 2885,7 3179,5 41682 3748,2 1459 ns
56 3860,7 4186,7 4686,2 45323 1672 ns
70 3111,2 3187,7 3063,3 4009,3 1246 ns
84 2556,2 3095,7 3093,7 3373,7 1010 ns
Eosinéfilos (x 10*/uL)
0 347,5 187,5 175,0 186,2 192 ns 0-1000
14 407,8 173,3 158,0 155,0 262 ns (400)
28 396,8 273.8 291,3 292.0 316 ns
42 220,5 348,0 180,8 193,8 215 ns
56 183,0 2442 209,2 39,3 159 ns
70 203,7 178,5 199,3 150,0 202 ns
84 269,3 262,8 137,7 233,0 158 ns




Basofilos (x 10°/uL)
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0 20,3 39,7 0,0 0,0 37 ns 0-300
14 0,0 0,0 0,0 41,7 26 ns (50)
28 0,0 0,0 0,0 0,0 0
42 0,0 0,0 0,0 0,0 0
56 0,0 0,0 0,0 39,2 24 ns
70 0,0 16,7 16,0 10,2 26 ns
84 0,0 0,0 0,0 0,0 0
'DPM = desvio padrao médio (n=6);
ns = ndo significativo;
*De acordo com Jain (1993).
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Figura 3.5. Efeito da concentracdo de Cr suplementar sobre a quantidade de mondcitos de ovinos SI controle e

suplementados com CrPic no 56° dia do experimento.



90

800
A

700

600
3 .
% 500 B Placebo
(]
x
- 400 A 0,250 mg de Cr/dia
© 2
° A
€ 300 40,375 mg de Cr/dia
g |
o

200 I/ A @ 0,500 mg de Cr/dia

m <
100 M . ® - .1001,2x + 512,04 + 172,17
| R?=0,1793
0 N L ° p=0,0443
0 0,702
mg de Cr/kg de Matéria Seca

Figura 3.6. Efeito da concentragdo de Cr suplementar sobre a quantidade de eosindfilos de ovinos SI controle e
suplementados com CrPic no 56° dia do experimento.

3.5.4. Bioquimico Sérico

A glicose sérica, o colesterol e a concentragdo de HDL ndo foram
influenciados pela suplementagao de Cr. Efeitos da interacao entre o tempo € a suplementagao
de CrPic foram observados nos dias 70 e 84 de experimentacdo sobre a concentracdo de

trigliceridios séricos (p=0,0029 e p=0,0347, respectivamente) (Tabela 3.5).
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Tabela 3.5. Efeito da concentracao de Cr dietético e tempo de experimento sobre glicose sérica, colesterol, HDL
e trigliceridios séricos em ovinos Santa Inés controle e suplementados com CrPic.

Tratamento
(mg de Cr/dia)
Placebo 0,250 0,375 0,500
Valor
Dia Glicose (mg/100 mL) DPM! Siglli\;iéiecia refer(éicia*
(média)
0 66,3 65,0 64,2 64,0 10,4 ns? 50-80
14 59,0 59,2 61,7 61,7 5,0 ns (68 +6)
28 60,8 61,2 67,7 61,8 9,5 ns
42 42,0 46,8 48,5 49,8 13,7 ns
56 67,3 58,3 63,7 56,7 9,0 ns
70 62,0 63,2 72,0 75,8 13,8 ns
84 51,3 47,7 52,7 50,7 5,0 ns
Colesterol (mg/100 mL) 52-76
0 29,8 39,3 40,0 36,5 8,9 ns (64 +£12)
14 29,3 29,0 30,7 33,7 8,0 ns
28 32,8 37,5 41,2 37,7 8,3 ns
42 333 34,8 38,8 35,2 5,7 ns
56 33,5 33,0 38,5 32,2 8,5 ns
70 37,7 34,2 41,5 34,8 7,0 ns
84 57,2 50,3 59,2 52,7 10,3 ns
HDL (mg/100 mL) -
0 19,7 21,9 23,8 25,1 5,6 ns
14 158,8 1472 160,6 148,1 45,0 ns
28 123,4 123,4 140,8 141,7 25,1 ns
42 117,6 110,7 127,7 114,8 20,6 ns
56 18,8 19,7 19,5 16,4 3,9 ns
70 133,7 117,6 138,8 132,4 32,3 ns
84 12,3 12,4 14,9 14,7 5,1 ns
Trigliceridios (mg/100 mL) -
0 75,5 107,8 319,7 80,5 216,6 ns
14 10,2 9,3 12,2 12,2 4,7 ns
28 16,7 82,7 166,2 34,2 112,7 ns
42 11,5 15,3 15,0 17,0 5,5 ns
56 22,2 20,7 26,3 20,2 15,8 ns
70 21,0° 14,0° 19,7 23,5° 3,7 0,0029
84 21,3 11,0 19,0 11,2 6,3 0,0347

'DPM = desvio padrao médio (n=6);
ns = ndo significativo;
*De acordo com Kaneko et al. (2008).

As concentragdes de AST, GGT, Uréia e Creatinina ndo foram modificadas

pela adi¢ao do CrPic a dieta (Tabela 3.6). Embora nao tenha sido observado padrao temporal
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sobre esses resultados, o tempo exerceu influéncia (p<0,0001) sobre todos os parametros

bioquimicos séricos mensurados.

Tabela 3.6. Efeito da concentracdo de Cr dietético e tempo de experimento sobre AST, GGT, Uréia sérica
(BUN) e Creatinina em ovinos Santa Inés controle e suplementados com CrPic.

Tratamento (mg de Cr/dia)

Placebo 0,250 0,375 0,500
Valor
Dia AST (UIL) DPM! Signli\;fcléclllim refer(éflcia*
(média)
0 188,5 156,9 273,0 180,1 88,9 ns? 60-280
14 78,9 83,6 86,3 97,5 19,8 ns (307 £ 43)
28 94,7 89,1 108,6 121,6 20,3 ns
42 131,8 134,6 167,1 163,4 42,4 ns
56 82,6 77,0 89,1 92,8 22,9 ns
70 98,4 103,9 106,8 107,7 26,8 ns
84 86,3 83,6 91,0 66,8 27,4 ns
GGT (UI/L)
0 29,2 31,3 29,3 40,8 9,8 ns 20-52
14 32,3 27,2 25,2 37,7 11,2 ns (33,5+4,3)
28 41,8 47,0 45,0 51,5 13,3 ns
42 33,5 36,7 37,7 39,8 12,3 ns
56 41,0 42,8 38,5 55,8 18,5 ns
70 30,2 39,7 27,0 32,3 9,5 ns
84 20,8 24,2 27,2 25,0 8,8 ns
BUN (mg/100 mL)
0 50,0 45,0 47,8 40,0 13,5 ns 8-20
14 26,3 15,2 19,7 16,8 8,7 ns
28 27,5 18,7 19,7 22,5 8,4 ns
42 35,2 30,2 33,8 36,7 6,5 ns
56 28,7 23,5 23,5 22,8 5,5 ns
70 29,7 31,2 26,0 27,2 4,8 ns
84 26,3 21,3 23,5 21,7 4.8 ns
Creatinina (mg/100 mL)
0 0,6 0,6 0,6 0,6 0,1 ns 1,2-1,9
14 0,5 0,5 0,5 0,5 0,1 ns
28 0,6 0,6 0,6 0,5 0,1 ns
42 0,7 0,7 0,7 0,6 0,1 ns
56 0,7 1,1 0,8 0,9 0,3 ns
70 0,6 0,6 0,7 0,7 0,1 ns
84 0,5 0,6 0,6 0,5 0,2 ns

'DPM = desvio padrao médio (n=6);
ns = ndo significativo;
*De acordo com Kaneko et al. (2008).
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No dia 70 de experimentagdo, a concentracdo de trigliceridios apresentou
regressao quadratica positiva (p=0,0239) em relagdo a quantidade de Cr suplementar (Figura

3.7).

[
28
=
£
8 M Placcebo
(l
B 21
E A 0,250 mg de CrPic/dia
w
;g ¢ 0,375 mg de CrPic/dia
S 0,500 mg de Cr/dia
o
=14 . @ -47,1x-29,349x + 21,259
A R?=0,3462
A =0,0239
A p ’
7
0 0,702
mg de Cr/kg de Matéria Seca

Figura 3.7. Efeito da concentragdo de Cr suplementar sobre a concentracao de trigliceridios séricos de ovinos SI
controle e suplementados com CrPic no 70° dia do experimento.

3.5.5. Histopatologia

O exame ao microscopio Optico indicou estrutura arquitetonica normal nos
orgdos avaliados dos animais controles (placebo), exceto para os pulmdes que,
independentemente do nivel de Cr suplementar, se apresentaram com extenso tecido linfoide
broncoassociado (BALT) e espessamento difuso do septo alveolar (Figura 3.8).

No musculo cardiaco ndo foram verificadas alteragdes histopatoldgicas.
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Figura 3.8. Fotomicrografia de pulmdo de animal controle (A), suplementado com 0,250 mg de CrPic/dia (B),
suplementado com 0,375 mg de CrPic/dia (C) e suplementado com 0,500 mg de CrPic/dia (D). O asterisco (*)
denota a presencga de tecido linfoide broncoassociado — BALT. Notar o espessamento dos septos alveolares em
todos os tratamentos. Aumento de 20x (HE).

Um animal (16%) suplementado com 0,500 mg de CrPic/dia apresentou lesdes
hepéaticas com marcante vacuolizagdo do parénquima na regido periportal além de infiltrado
inflamatorio linfocitico leve nessa regido (Figura 3.9D). Em adi¢do, um dos animais (16%)
suplementados com 0,375 mg de CrPic/dia apresentou regides difusas de infiltrado
inflamatorio linfocitico leve, porém a arquitetura do 6rgao estava preservada, sem indicios de
dano hepatobiliar (Figura 3.9C).

Os rins também se apresentaram higidos, a excecao de alguns glomérulos com
espessamento de céapsula de Bowman nas laminas oriundas de dois animais (33%)

suplementados com 0,500 mg de CrPic/dia (Figura 3.10).
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Figura 3.9. Fotomicrografia de figado de animal controle (A), suplementado com 0,250 mg de CrPic/dia (B),
suplementado com 0,375 mg de CrPic/dia (C) e suplementado com 0,500 mg de CrPic/dia (D). As setas (—)
indicam a presenca de infiltrado inflamatdrio linfocitico. Em (D) marcante vacuolizagdo na regido periportal de
um (16%) animal suplementado com 0,500 mg de CrPic/dia. Aumento de 20x (HE).
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Figura 3.10. Glomérulo de animal controle (A) e suplementado com 0,500 mg de CrPic/dia (B). A seta (—)
indica o espessamento da capsula de Bowman. Aumento de 40x (HE).
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A extensa retragao das células de Leydig observada em todos as amostras pode
ter ocorrido como artefato de preservagdo, uma vez que os testiculos foram fixados em formol
10% tamponado. Contudo, a morfologia e arquitetura da regido interna dos tibulos
seminiferos foi preservada. No geral, diferentes graus de maturagdo da gonada foram
observados, entretanto, em um dos animais (16%) suplementados com 0,500 mg de CrPic/dia
nao houve indicios de espermatogénese e apenas uma a duas camadas de células primordiais
na base do epitélio seminifero (Figura 3.11C, D).

Em adicdo, embora os animais estivessem com cerca de 28 semanas de idade (a
puberdade em ovinos SI ocorre em 28,2 + 0,8 semanas, de acordo com Souza et al., 2010), o
fato de que os tibulos seminiferos desse animal estavam pérvios e, portanto com ampla luz,
afastam a possibilidade de que o animal ainda ndo havia atingido a puberdade (Aguiar et al.,

2006) e, assim, ja deveria apresentar certo grau de espermatogénese, o que, de fato ndo foi

observado.

Figura 3.11. Testiculo de animal controle (A —aumento de 20x e B — aumento de 40x) e testiculo de um animal

(16%) suplementado com 0,500 mg de CrPic/dia (C — aumento de 20x e D — aumento de 40x). Observar a
auséncia de espermatogénese em tiibulos seminiferos pérvios em C e D. (HE).
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Tabela 3.7. Resumo dos achados histopatolégicos em ovinos SI controle e suplementados com CrPic de acordo
com a suplementagdo dietética de Cr.

Tratamento (mg de CrPic/dia)

Orgio Alteracdo
Placebo 0,250 0,375 0,500
Presenca 6/6 6/6 6/6 6/6 X
BALT* (100%) (100%) (100%) (100%)  1bs
. Intensidade +++ +++ +++ +++
Pulméo 6/6 6/6 6/6 6/6
Espessamento de ~ Presenca (100%) (100%) (100%) (100%) ns
Septo Alveolar Intensidade +++ +++ +++ +++
0/6 0/6 2/6 1/6
Inﬁltrac,10. Presenca (O%) (O%) (33%) (1 6%) ns
. Inflamatério Intensidade - - + +
Figado o 0/6 0/6 0/6 1/6
Vacuolizagao Presenga (0%) (0%) (0%) (16%) ns
Periportal Intensidade - - - ++
0/6 0/6 0/6 2/6
Rim  Capeulade PSS (g (0%) (0%) G ™
Bowman Intensidade - - - +
Auséncia de Presenca 0(/)6 0(/)6 0(/)6 1/06 ns
Testiculo Espermatogénese . (0%) (0%) (0%) (16%)
Intensidade - - - +++

'ns = ndo significativo;
*BALT = tecido linfoide broncoassociado.

3.6. Discussao

As fungdes vitais desempenhadas pelo sangue, bem como a alta capacidade de
proliferacdo e a susceptibilidade a intoxicagdo, fazem do tecido hematopoiético e sanguineo
orgdos-alvo de especial interesse aos possiveis agentes toxicos. De acordo com Klaassen
(2001), o sangue, o figado e os rins figuram entre os Orgdos de maior importancia na
avaliacdo toxicoldgica de populagdes expostas a elementos potencialmente toxicos, como o
Cr. Por ser um tecido de grande capacidade proliferativa e de regeneracdo, o sangue ¢
particularmente sensivel a agentes antimitdticos e a efeitos secundarios de substancias capazes
de afetar o suprimento de nutrientes, a excre¢do de toxinas e metabolitos e a producdo de
fatores vitais para a manutengdo da homeostase. Contudo, pelo menos com as doses
administradas e o periodo experimental testado neste experimento, ndo houve indicios de que
o CrPic tenha acdo toxica sobre o tecido hematopoiético: a excegao de valores marginalmente
abaixo dos indices de referéncia para PPT e Hb, ndo houve alteracdes dignas de nota nos

resultados dos animais suplementados com o mineral.
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As diferencas detectadas nos parametros eritrocitarios entre os tratamentos nos
diferentes dias de experimentagdo nao sdo consistentes, pois nao persistiram no decorrer do
tempo ou so6 foram observadas no ultimo dia de experimentacdo, de modo que inferéncias
quanto a manuteng¢do e consolidacdo desses padrdes ndo podem ser extrapoladas para além de
84 dias de suplementacdo com CrPic. Desse modo, a necessidade apontada por Hepburn e
Vincent (2002) de que estudos visando avaliar os efeitos cronicos da utilizagdo de CrPic sao
importantes, ¢ fortalecida pelos resultados apresentados neste experimento. Contudo, nossos
resultados sugerem vantagens sutis aos animais suplementados com o mineral. Por exemplo,
VG mais elevado (Figura 3.1) ou PPT em maior quantidade (Figuras 3.3 e 3.4) representam,
a0 menos em principio, menor propensdo a anemias € a disproteinemias, respectivamente
(Kaneko et al., 2008).

Em relagdo a concentragdo de Hb, o significado pratico das alteracdes
observadas aqui ¢ infimo, visto que os resultados mantiveram-se dentro dos valores de
referéncia para a espécie (9-15 g/100 mL, de acordo com Jain, 1993). Entretanto,
concentragdo mais elevada de Hb representa maior capacidade de carreamento de oxigénio
para o animal. Assim, ao menos no dia 84, os animais suplementados estavam em vantagem
biologica em relagdo aos animais controle.

As concentragdes elevadas de CHCM nos dias 56 ¢ 70 devem ter ocorrido em
fungdo de hemdlise in vitro uma vez que hipercromia (aumento da quantidade de Hb nas
hemadcias) verdadeira nao existe (Thrall, 2007) e os valores deste parametro apresentaram-se
uniformemente elevados em todos os tratamentos.

O estudo e acompanhamento das células brancas do sangue tem sido utilizado
para a deteccdo e interpretacdo de alteracdes toxicologicas, inflamatdrias e emocionais. Nesse
sentido, a auséncia de alteragdes no leucograma observada aqui, indicam que a suplementagao
de CrPic ndo apresenta efeito direto sobre a produgdo de leucocitos, pois a quantidade dessas
células permaneceram dentro dos intervalos de referéncia (4000-12000 x 103/uL, de acordo
com Jain, 1993). Em adicdo, a contagem diferencial de leucdcitos corrobora com essa tese,
uma vez que ndo ha alteracdo na propor¢ao normal das linhagens leucocitarias. Contudo, isso
ndo exclui a possibilidade de prejuizos ao sistema imunitario, pois aqui ndo ha referéncia a
capacidade funcional das células de defesa do organismo. De fato, Dallago (2008) utilizando
estes mesmos animais, revelou prejuizos associados a suplementagdo de CrPic ao menos a
funcao dos linfécitos.

A elevagdo na quantidade de monocitos no 56° dia de experimentacao (Figura

3.5) ndo foi suficiente para ultrapassar o limite superior do valor de referéncia para a espécie
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(0-750 x 10%*/uL, de acordo com Jain, 1993) e tdo pouco houve consolidacao desse padrao,
que voltou a nao apresentar diferencas significativas entre os tratamentos no 70° dia
experimental. Em adi¢@o, a monocitose por si s6 ndo ¢ uma alteragdo muito relevante, exceto
quando a concentragdo celular estd muito além do normal (Thrall, 2007), o que ndo foi o caso.

Por outro lado, a redugdo na quantidade de eosinofilos observada no 56° dia de
experimentacdo pode nado ter qualquer significado clinico ou toxicologico uma vez que
valores tdo baixos quanto o valor nulo sdo normais para esse parametro. Em adicao a falta de
consolidagdo nesse padrao no decorrer do tempo corrobora com a insignificancia do achado.

A associacdo entre a suplementacdo de Cr, o metabolismo de carboidratos ¢ a
glicemia ¢ inegavel (Zanetti et al, 2003; Pechova e Pavlata, 2007). Uyanik (2001) observou
leves redugdes na glicemia de cordeiros suplementados com 200 pg de Cr/kg da dieta sob a
forma de CrCl;, enquanto Zanetti et al. (2003) verificaram a tendéncia de animais
suplementados com CrPic em eliminar a glicose mais rapidamente. Kitchalong et al. (1995)
relataram resultados semelhantes aos observados neste experimento ao suplementar cordeiros
em crescimento com 0,250 mg de CrPic/kg. Nesses experimentos as concentragdes de glicose
sérica ndo estiveram alteradas durante o periodo de suplementacdo. Isso corrobora com a
hipdtese ratificada por Dallago et al. (2011) de que os efeitos do Cr suplementar somente sao
notados quando na presenga de fatores estressantes. Quando ndo ha a presenga de um fator
estressor, a suplementacdo com o elemento-trago parece nao afetar de forma significativa o
metabolismo de carboidratos (Swanson et al., 2000; Dallago et al., 2011). Isto pode estar
relacionado ao papel potencializador exercido pelo Cr sobre a insulina, pois na presenca de
um estressor a demanda metabolica por carboidratos tornar-se-ia aumentada, elevando a
glicemia e causando consequente mobilizagdo de Cr para atuar junto a insulina. Em seguida, o
Cr utilizado seria excretado via urina, o que elevaria a concentragdo de Cr urinario e reduziria
a concentragdo de Cr no organismo. No caso de um animal suplementado com o mineral, o Cr
perdido via urina seria reposto pelo Cr suplementar, suprindo a demanda organica pelo
mineral. Em um animal ndo suplementado, a a¢do da insulina ficaria prejudicada em virtude
da auséncia de Cr na quantidade demandada pelo organismo. Assim, o aporte de glicose para
as células estaria diminuido, reduzindo a quantidade de energia prontamente disponivel a
estas.

Na auséncia de agente estressor, a demanda por Cr ndo se elevaria, de maneira
tal que o Cr suplementar ndo seria requisitado pelo organismo e, portanto, a suplementagao

seria dispensavel.
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A mesma linha de pensamento pode ser utilizada para explicar a auséncia de
diferencas entre os tratamentos em relacdo a concentracdo de colesterol sérico e HDL.
Entretanto ¢ incapaz de explicar os efeitos sobre os trigliceridios séricos. Estudos sugerem
que o Cr ¢ necessario para o metabolismo normal de lipidios (Kitchalong et al., 1995). De
acordo com Lefavi et al. (1993) e Anderson (1995), a suplementacdo com esse elemento-trago
reduz as concentracdes totais de colesterol, aumentando a propor¢ao de HDL e diminuindo a
propor¢ao de LDL e triacilglicerdis. Uyanik (2001) observou redugdes na concentracdo de
trigliceridios nos cordeiros tratados com Cr. Por outro lado, Sano et al. (1999) ndo verificaram
alteracdes nas concentragdes séricas de glicose e de acidos graxos nao esterificados em ovinos
suplementados com Cr. Assim, ha indicios de que os efeitos da suplementacdo de Cr nesses
pardmetros nem sempre sao consistentes.

Independentemente disso, Lefavi et al. (1993) afirmaram que os efeitos desse
mineral sobre o metabolismo lipidico sdo independentes dos efeitos sobre o metabolismo da
glicose, o que explicaria os resultados observados aqui para os trigliceridios séricos. Contudo,
esse conceito ¢, no minimo, passivel de criticas, sobretudo pelo fato de que o metabolismo
lipidico depende, a0 menos em parte, do metabolismo de carboidratos. Em adic¢do, o simples
fato de que o Cr possa ser um agente hepatotoxico ja seria o suficiente para suscitar a
possibilidade do mineral influenciar o metabolismo lipidico-energético.

As mensuracdes das enzimas hepaticas (AST e GGT) permaneceram dentro
dos valores de referéncia em quase todos os dias de experimentacao (exceto no dia 56 para os
animais suplementados com 0,500 mg de CrPic/dia), afastando a hipotese de danos hepaticos
causados pela suplementacao de CrPic. Mesmo nos animais que apresentaram média alterada
no dia 56, o rapido retorno a normalidade dos valores de GGT (dia 70) refletem a
possibilidade de causas exdgenas para o aumento da concentracdo dessa enzima no soro.
Ademais, a analise histopatologica apoia os achados da analise bioquimica sérica, tanto no
que se refere ao figado, quanto no que tange a funcao renal. Assim, embora muitos trabalhos
apontem o CrPic como um elemento téxico (Hepburn e Vincent, 2002; Stearns et al., 2002;
Levina e Lay, 2008), os achados deste experimento refutam essa hipdtese em virtude da
auséncia estatistica de sinais de toxicidade. Por outro lado, o fato de que alguns animais
suplementados com o CrPic apresentaram lesdes hepaticas, renais e principalmente
testiculares indica a necessidade de estudos mais aprofundados nesse sentido ou por periodos
mais prolongados de suplementacao.

As lesdes pulmonares observadas neste experimento podem ser devido a forma

de apresentacdo do alimento aos animais: o concentrado fornecido era farelado e possuia
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baixa granulometria, sendo facilmente aspirado. Assim, as diminutas particulas de
concentrado podem ter elicitado resposta imunologica local nos pulmodes, culminando com
acentuada proliferacdo de tecido linfoide broncoassociado (BALT). Isso pode ser uma
explicagdo para o fato de que também nos animais controle houve alteragdes no tecido
pulmonar. Em adi¢do, os pulmdes possuem seus proprios meios de oxidar substancias nocivas
complementarmente ao figado. Essas reagdes de detoxificagdo normalmente transformam
substancias menos toxicas em substancias mais toxicas, porém com menor tempo de meia-
vida (Maxie, 2007). Talvez com a presenga extra de Cr devido a suplementacdo, os pulmdes
tenham aumentado a intensidade desse processo, elevando a concentracdo do elemento-traco
neste o0rgdo (fato observado no experimento complementar a este — segundo capitulo desta
tese). Independentemente disso, esse mecanismo de detoxificagcdo foi bem descrito por Levina
e Lay (2008) e comprovadamente ocorre com o CrPic, onde a molécula de Cr’*, acaba por se
transformar em Cr*" ou em Cr®’, que sdo mais reativas. Por sua vez, o sistema respiratorio é o
principal alvo de toxicidade do Cr®" com uma série de patologias associadas & exposi¢do
cronica ao mineral (EPA, 1998).

Os valores acentuadamente elevados de uréia sérica observados em todos os
tratamentos ¢ explicado pela adicdo desse composto na dieta a base de 3,5%. Assim, o aporte
de nitrogénio ureico foi aumentado. Por conseguinte, a excre¢ao desse composto também o
foi.

A creatinina ¢ um metabdlito secundéario do metabolismo proteico. Os valores
baixos de creatinina sérica estdo associados a redu¢do da massa muscular, aporte dietético
insuficiente de proteinas ou doenca hepatica concorrente (Russel e Roussel, 2007). No
entanto, experimentos realizados por Forbes et al. (1998) e Kegley e Spears (1999) indicaram
ndo haver perda de tecido muscular em virtude da suplementacdo com o mineral e Mostafa-
Tehrani et al. (2006) observaram melhorias na composicdo de carcaga de ovinos
suplementados com nicotinato de Cr e com cloreto de Cr. No presente experimento as
possibilidades indicadas pela literatura consultada para as baixas concentracdes de creatinina,
ndo procedem.

De fato, os resultados quanto a avaliacdo de carcaca destes animais ndo
demonstraram reducao de peso em nenhum dos cortes carneos realizados (comunicagdo
pessoal), a concentracdo dietética de proteinas foi adequada durante todo o experimento e nao
houve indicios de doenca hepatica concomitante. Conquanto valores de referéncia para a

creatinina na raga Santa Inés ndo tenham sido estabelecidos, especialmente em cordeiros em
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crescimento, ha a possibilidade de que esta raga tenha como normal, valores relativamente

baixos de creatinina.

3.7. Conclusao

Embora a suplementacdo com CrPic ndo tenha se provado toxica ou capaz de
alterar os parametros sanguineos de forma consistente, a utilizagdo de CrPic como suplemento
alimentar permanece sob suspeita, especialmente pelos achados histopatologicos no figado,

rim e testiculo de animais suplementados com o mineral.
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4.1. Consideracoes Finais

Embora a industria de suplementos alimentares a animais de producdo
estimulem indiscriminadamente o uso de CrPic na alimentag¢do animal, a adi¢do de Cr na dicta
deve ocorrer de forma cuidadosa, especialmente pela auséncia de provas de sua inocuidade a
longo prazo. Em adigdo, a possibilidade da ocorréncia do processo de bioacumulacido e
biomagnificacdo do Cr pela cadeia alimentar eleva ainda mais a necessidade de cautela no
momento de proceder com a suplementacdo mineral aos animais.

Os recentes trabalhos cientificos que tentaram analisar a eficacia, inocuidade e
necessidade de suplementagao mineral com Cr parecem apontar uma mesma direcdo: a de que
a utilizacdo do Cr deve ocorrer de forma estratégica, quando elementos estressantes possam
estar presentes no processo produtivo. Nesse sentido, experimentos com maior tempo de
suplementagdo e que envolvam um agente estressor sdo necessarios para elucidar o verdadeiro
papel desempenhado pelo Cr no organismo animal e por a prova os resultados obtidos neste
trabalho.

Assim, até que as lacunas de conhecimento em relagdo a exposicdo a longo
prazo e a necessidade de um estressor estejam esclarecidas, a utilizacdo de CrPic na

alimentacao de ovinos ¢é contraindicada.
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