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RESUMO
Probidtico atenua os efeitos téxicos do dicromato de potassio em ratos

O crémio (Cr) € um elemento relativamente comum e ocupa a 21* posi¢éo no indice
de elementos que ocorrem mais comumente na crosta terrestre, ocorrendo na
natureza em varias combinacdes com outras substancias, podendo apresentar-se na
forma de ions com valéncia 0, +2, +3 ou +6. O Cr +3 (lll) € considerado um elemento
essencial para o metabolismo humano e animal em pequenas quantidades, inerte e
ndo instavel no ambiente, enquanto que o Cr +6 (VI) € muito instavel, toxico e
carcinogénico para uma grande variedade de organismos e ocupacionalm e
contaminante da agua e alimentos. Estima-se que dezenas de milhares de pessoas
estdo expostas ao cromio VI em todo o mundo, provocando efeitos toxicos atraves
da indugcéo de radicais livres pela reducéo do crbmio, na presenca de redutores
celulares e a interacdo dos radicais livres com as proteinas da membrana e
intracelulares, modificando os processos de reabsorcdo e secrecdo de diferentes
substancias. Alguns microorganismos vivos, denominados de probiéticos, mostraram
atividade antioxidante e captadora de radicais livres, o que pode minimizar ou
impedir o efeito toxico de contaminantes, pelo seu efeito benéfico sobre a saude
humana. O termo probibtico é de origem grega e significa “para a vida” sendo
definidos como “microrganismos vivos, administrados em quantidades adequadas,
que conferem beneficios a saude do hospedeiro”, além de atuar na prevencdo de
cancer, na modulacdo de reacfes alérgicas, na melhoria da saude e nos niveis
sanguineos de lipideos. Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi o de avaliar
diferentes doses de dicromato de potassio, com ou sem probidtico, sobre os
parametros: desempenho nutricional e perfis glicémico, lipidico, renal e hepético em
ratos Wistar.

Palavras chave:  Alimentos funcionais; Cromio VI; Desempenho nutricional;
Intoxicacao; Parametros bioquimicos.



ABSTRACT

Probiotic attenuates the toxic effects of potassium dichromate in rats

Chromium (Cr) is a relatively common element and occupies the 21st position in the
index most commonly occurring elements in the earth's crust, occurring in nature in
various combinations with other substances, may be in the form of ions with valence
0 + 2, +3 or +6. The Cr +3 (lll) is considered an essential element for human and
animal metabolism in small quantities, inert and stable in the environment, while the
+6 Cr (V1) is very unstable, toxic and carcinogenic to a wide variety of occupational
and contaminant organisms and water and food. It is estimated that tens of
thousands of people are exposed to chromium VI worldwide, leading to toxic effects
by inducing free radicals by the reduction of chromium in the presence of cellular
reductants and interaction between free radicals and membrane proteins and
intracellular modifying the processes of absorption and secretion of various
substances. Some live microorganisms, called probiotics, showed antioxidant activity
and scavenging of free radicals, which can minimize or prevent the toxic effect of
contaminants, for their beneficial effect on human and animal health. The term
probiotic is of Greek origin and means "for life" being defined as "live microorganisms
administered in adequate amounts, confer health benefits to the host", besides acting
in the prevention of cancer in the modulation of allergic reactions in improving health
and blood lipid levels. Thus, the aim of this study was to evaluate different doses of
potassium dichromate, with or without probiotic on the parameters: nutritional
performance and glycemic, lipid, renal and hepatic profiles in Wistar rats.

Key- words: Chromium VI; Intoxication; Functional foods; Serum parameters;
nutritional parameters.
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1 INTRODUCAO

O crébmio € um elemento relativamente comum e ocupa a 212 posicao
no indice de elementos que ocorrem mais comumente na crosta terrestre
(CHWASTOWSKA et al., 2005), podendo ser liberado para o meio ambiente a partir
de fontes antropogénicas, pois € amplamente utilizado em processos de fabricacéo,
como curtumes, producdo de aco e placas, controle de corrosdo, cromato e
producado de pigmentos (BARTYZEL; CUKROWSKA, 2011).

Na natureza, o crbmio, ocorre em varias combina¢cdes com outras
substancias e pode apresentar-se na forma de ions com valéncia +2, +3 ou +6. Na
valéncia +3, este mineral é considerado um elemento essencial para o0 metabolismo
humano em pequenas quantidades, inerte e néo instavel no ambiente, enquanto que
o Cr'® é muito instavel, téxico e carcinogénico para uma grande variedade de
organismos (STASINAKIS THOMAIDIS; LEKKAS, 2003; BREMER NETO, et al.,
2005; MUNIZ, OLIVEIRA-FILHO, 2006) e é também um agente oxidante potente e
forte irritante do tecido da mucosa, incluindo efeito de acidose metabdlica, necrose
tubular aguda, insuficiéncia renal e podendo causar a morte de humanos e animais
(SARYAN, REEDY, 1988). Estima-se que dezenas de milhares de pessoas estao
expostas ao Cr*® em todo mundo (MARTINEZ-ZAMUDIO; HA, 2011).

Os efeitos toxicos dos metais pesados e dos compostos de metais sao
determinados pelo indice de exposicdo e o0 alcance com que 0s metais ou
compostos se convertem em uma forma biodisponivel, pois os ions livres do metal
podem se ligar com a matéria organica, reduzindo a quantidade que esta
biodisponivel (MUNIZ; OLIVEIRA-FILHO, 2006).

Estudo realizado demonstrou que doses acima de 10 mg.kg™” de Cr*®
na racdo de animais afetou o trato gastrointestinal, os rins e o sistema hematoldgico,
além disso, ha evidéncias suficientes de que determinados compostos hexavalentes
desse mineral tem efeitos cronicos e carcinogénicos no pulméo, no figado, nos rins,
no trato gastrointestinal e no sistema circulatorio (THE INTERNATIONAL
PROGRAMME ON CHEMICAL SAFETY, 1988).

Estudos clinicos e epidemiol6gicos em humanos adultos evidenciaram
que a dose oral letal foi de 50 a 70 mg.kg™® de peso corpéreo para Cr*® e as

caracteristicas clinicas mais importantes produzidas depois da entrada por via oral
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foram necrose do figado e dos rins, e contaminacdo de 6rgdos vitais, como 0
coracdo (MUNIZ, OLIVEIRA-FILHO, 2006).

Referente & forma como atua o Cr*®, este se acumula no tbulo
proximal e é nesse local onde provoca o maior efeito toxico, através da inducdo de
radicais livres pela reducdo do crémio, na presenca de redutores celulares
(DARTSCH et al., 1998; SUGIYAMA, 1991) e a interacdo dos radicais livres com as
proteinas da membrana e intracelulares, modificando os processos de reabsorcéo e
secrecdo de diferentes substancias nos tabulos renais (KIRSCHBAUM; SPRINKEL;
OKEN, 1981).

Alguns microrganismos vivos, definidos como probidtico, mostraram
atividade captadora de radicais livres (GETOFF, 2007) e antioxidante (SINGH,;
GUPTA; GUPTA, 2007), o que pode minimizar ou impedir o efeito toxico de
contaminantes, pelo seu efeito benéfico sobre a saude humana e dos animais
(SALMINEN et al., 1998).

Esses suplementos microbianos, probidticos, introduzidos em
guantidades suficientes por via oral, podem beneficiar os seres humanos pelos seus
efeitos no trato intestinal (FULLER, 1989; DIMER; GIBSON, 1998; LEE; SALMINEN,
1995) e através de trés possiveis mecanismos de atuacéo, sendo o primeiro deles a
supressdo do numero de células viaveis através da producdo de compostos com
atividade antimicrobiana, a competicdo por nutrientes e a competicdo por sitios de
adesdo. O segundo desses mecanismos seria a alteracdo do metabolismo
microbiano, através do aumento ou da diminuicdo da atividade enzimatica. O terceiro
seria 0 estimulo da imunidade do hospedeiro, através do aumento dos niveis de
anticorpos e o aumento da atividade dos macrofagos. O espectro de atividade dos
probioticos pode ser dividido em efeitos nutricionais, fisiologicos e antimicrobianos
(SAAD, 2006).

A evolugcdo dos conhecimentos sobre o papel dos componentes
fisiologicamente ativos dos alimentos, de fontes vegetais e animais tem mudado o
entendimento do papel da dieta sobre a saude (AMERICAN DIETETIC
ASSOCIATION, 2004) e este fato tem aumentado o interesse mundial para melhorar
a qualidade da nutricdo e reduzir os gastos com saude animal e humana por meio da
prevencgao e tratamento de doencas agudas e cronicas, na regulacao da microbiota

intestinal, como imunomoduladores, inibicdo da carcinogénese, da melhoria da
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qualidade e da expectativa de vida ativa (COPPOLA; GIL TURNES, 2004,
STRINGHETA; OLIVEIRA; GOMES, 2007).

Para a avaliacdo do risco toxicolégico em humanos, alguns parametros
bioquimicos sanguineos dos animais, como modelo experimental, podem ser
utilizados, uma vez que mudancas no sistema hematoldgico deles podem ter um
maior valor preditivo (RAZA et al., 2002; HAYES, 2007).
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2 OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho foi o de avaliar diferentes doses de
dicromato de potassio, com ou sem probidtico, sobre os parametros: desempenho

nutricional e perfis glicémico, lipidico, renal e hepatico em ratos Wistar.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Crbmio

3.1.1 Caracteristicas fisico-quimicas

O elemento créomio foi descoberto pela primeira vez e caracterizado
pelo quimico Frances Nicolas Louis Vauquelin no minério de chumbo vermelho da
Sibéria em 1797 (KATZ; SALEM, 1993; COSTA; KLEIN, 2008).

O crédmio é um metal branco com massa atémica igual a 51,996 g.mol
! com ponto de fusdo igual a 1.857°C e ponto de ebulicdo igual a 2.672°C. Os
estados de oxidacdo mais comuns desse mineral sdo: +2, +3,+6 e as formas mais
estaveis sdo as trivalente e hexavalente, além da elementar (PECHOVA; PAVLATA,
2007).

E um metal de transicdo, de simbolo Cr, pertencente ao grupo 6B da
tabela periodica (SCHAEFER, 2008) e € o 21° metal mais abundante na crosta
terrestre, ndao sendo encontrado livre na natureza, mas combinado a outros
elementos, principalmente ao oxigénio (SCHIRMER et al., 2009). Sendo obtido do
mineral cromita (FeOCr,03), pode ser encontrado em solos, agua, rochas, fauna,
flora e até mesmo na poeira vulcanica (BARCELOUX, 1999).

Na forma de dicromato de potassio tem aparéncia de cristais laranja
avermelhados brilhantes apresentando peso molecular de 294.185 g/mol, ponto de
fusdo a 398°C, ponto de ebulicdo de 500°C, densidade (g/cm?®) de 2.676, insolGvel
em alcool e solubilidade em agua de 15,1 g/100 g de H,O a 25°C (HARMEL, 2004;
LEWIS, 2007; LIDE, 1998).

3.1.2 Producéao e obtencéao

Em relacdo a facilidade de se encontrar o crébmio em diferentes
valéncias, a forma trivalente (Cr*®) é natural no meio ambiente, enquanto a
hexavalente (Cr*®) e a valéncia zero (Cr°) sdo produzidas por processos industriais,
principalmente na fabricacdo de ligas metalicas (SCHIRMER et al., 2009).

A partir desse minério, através de diferentes reacdes quimicas séo

obtidos os principais produtos de cromio (sais, 6xido, metal e ligas) (STERN, 1982) e



16

o Cr*® é tipicamente presente em complexo com sal hal6ide (cloreto de cromilo) e
com oxigénio (triéxido de crémio, cromato e dicromato) (ZHITKOVICH, 2005).

Reacdes de oxidacdo e reducéo podem converter Cr™ para Cr*® e vice-
versa. Esses processos dependem do pH, da concentracdo de oxigénio, da
presenca de redutores apropriados e de mediadores que podem atuar como ligantes
ou catalisadores (KOTAS; STASICKA, 2000).

O Cromato de sodio, dicromato de sddio e o oxido de crémio (VI) sdo
obtidos diretamente do mineral cromita através de um processo de torrefacéo
alcalino oxidativo (PAGE; LOAR, 2004; ANGER et al.,, 2005). Os compostos de
cromio hexavalente séo classificados como agentes oxidantes (COTTON et al.,
1999; ANGER et al., 2005). O oxido de créomio (VI) e o dicromato de amodnia podem
reagir explosivamente quando colocados em contato com materiais organicos
(O’'NEIL et al., 2006; LEWIS, 2007).

3.1.3 Uso do produto

Os principais usos dos compostos de cromio hexavalente incluem
metalizacdo, fabricacdo de pigmentos e corantes, inibidores de corrosdo, sintese
quimica, producdo de refratarios, curtimento de couro e no tratamento da madeira
(PAGE; LOAR, 2004; SHANKER et al., 2005; BLADE et al., 2007), assim como na
fabricacdo de ligas como o aco inoxidavel e soldagem de fitas magnéticas (GOMEZ;
CALLAO, 2006).

Este elemento € usado em industrias de galvanoplastia, na fabricagdo
de ligas como o aco inoxidavel, em industrias de corantes e tintas, de curtimento de
couro, no tratamento da madeira, soldagem producdo de fitas magnéticas, entre
outros (GOMEZ; CALLAO, 2006).

3.1.4 Principais tipos de exposicao ocupacionais

Varios sdo os tipos de exposi¢cdo ocupacionais ao cromio, através de
poeiras (cimento, tintas, coloragcdo de borrachas, cromatos e pigmentos), fumos
metalicos (fabricacdo de ligas e soldagem), ao acido crémico (cromacgédo e
cromatizacdo de metais) e vapor e solucdo aquosa (curticdo) (SINGH; GUPTA,;
GUPTA, 2007).
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3.1.5 As concentragdes de cromio na natureza

No ar atmosférico as concentraces de crdmio encontradas estédo entre

0,002 e 0,02 ug.m_?’, na agua do mar as concentra¢cdes encontradas foram menores
que 1 ug.L™ e nas aguas de rios as concentracdes estdo entre 1 e 10 pg.L™,sendo
que o nivel permitido em &gua potavel é de 50 pg.L*. No solo, o crémio é
encontrado como 6xido de crébmio, em concentracdo que varia do nivel de tragcos até
250 mg.Kg™. O teor maximo permitido pela legislacdo brasileira é de 1,0 pg.mL™
para Cr' e 0,05 pg.mL™* para Cr*® (GALVAO; COREY, 1987).

No ambiente aquéatico o crémio existe nos estados trivalente (Cr*®) e
hexavalente (Cr*®) e exibe diferentes propriedades quimicas que estdo relacionadas
ao seu estado de oxidacdo (ANDERSON, 1998), além disso, somente essas duas

formas séo suficientemente estaveis para ocorrer no ambiente (EMSLEY, 1989).
3.1.6 No homem e animais

A possibilidade de considerar o cromio como um mineral essencial a
nutricdo de organismos vivos se iniciou em 1954, quando foi demonstrado que a
sintese de colesterol e acidos graxos em células de ratos era maior na presenca de
ions de cromio (UNDERWOOD, 1971).

Foram reportados efeitos do cromio sobre a insulina, demonstrando
gue esse mineral potencializa sua a¢ao, induzindo uma melhor resposta dos animais
em relacdo ao metabolismo de proteinas, lipidios e carboidratos (PAGE et al 1993;
SHIAU; CHEN, 1993; UYANIK; ATASSEVER; OSDAMAR, 2002; DEBSKI et al.,
2004; KUCUKBAY et al., 2006).

Mertz (1969) constata como o crdmio € um elemento essencial ao
homem, sendo um micronutriente, que atua no metabolismo da glicose, do colesterol
e dos acidos graxos.

Porém, relatos de diversos estudos foram publicados sobre sinais
clinicos e sintomas em individuos que tiveram ingestdo acidental ou intencional
aguda de altas doses de compostos de cromio hexavalente, incluindo acido crémico
(FRISTEDT et al., 1965; SARYAN; REEDY, 1988; LOUBIERES et al., 1999),
dicromato de potassio (GOLDMAN; KAROTKIN, 1935; PARTINGTON, 1950;
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KAUFMAN; DINICOLA; McINTOSH, 1970; SHARMA; SINGHAL; CHUGH, 1978;
ISERSON et al., 1983; CLOCHESY, 1984; HANTSON et al., 2005) e dicromato de
amoénia (REICHELDERFER, 1968; HASAN, 2007). Apresentacdes clinicas de
pacientes apds a exposicao aguda a altas doses foi similar, independentemente da
espécie de composto de crébmio hexavalente ingerido, sendo os sintomas descritos:
dor abdominal, ndusea, voémitos; hematémese e diarreia com presenca de sangue;
gueimaduras causticas da boca, faringe, esodfago, estomago e duodeno e
hemorragia do trato gastrintestinal; anemia, reducdo da hemoglobina sanguinea,
eritrécitos anormais e hemodlise intravascular; toxidade hepética (hepatomegalia,
ictericia, bilirrubina sanguinea elevada e atividade das enzimas hepaticas); faléncia
renal (oligaria e andria); cianose, acidose metabdlica, hipotensao e choque. Achados
de bidpsias de tecidos incluiram degeneracdo e necrose da gordura hepatica e
degeneracdo e necrose dos tubulos renais (REICHELDERFER, 1968; KAUFMAN;
DINICOLA; McINTOSH, 1970; SHARMA; SINGHAL; CHUGH, 1978; LOUBIERES et
al., 1999).

Baseado na estimativa da quantidade de crémio hexavalente ingerido,
o Iintervalo de doses letais por crbmio hexavalente em humanos e de
aproximadamente 4,1 a 357 mg de cromio hexavalente/kg de peso (KAUFMAN;
DINICOLA; McINTOSH, 1970; ISERSON et al., 1983; CLOCHESY, 1984; SARYAN;
REEDY, 1988; LOUBIERES et al., 1999).

Estudos epidemioldgicos em populacdes que residem perto de fontes
de residuos industriais que contenham compostos de crdmio hexavalente e sao
desconhecidamente consumidas através da agua de bebida fornecem alguma
evidencia de possivel associacao entre a exposicéo oral do crémio hexavalente e o
cancer (ZHANG; LI, 1987, 1997; BEDNAR; KIES, 1991; EIZAGUIRRE-GARCIA et
al., 1999, 2000; FRYZEK et al., 2001; BEAUMONT et al., 2008; KERGER, 2009).

Evidencias de carcinogenicidade em animais foram fornecidas pela
National Toxicology Program (2008) em bioensaios conduzidos em ratos e hamsters.
Nesse estudo, ratos foram expostos ao dicromato de sodio hidratado na agua de
bebida por 2 anos, os resultados demonstraram aumento estatisticamente
significativo na incidéncia de papiloma epitelial escamoso e carcinomas da mucosa
oral e da lingua nos niveis mais altos de exposicédo (dose média diaria de 5,9 e 7,0

mg de crémio hexavalente/kg dia em machos e fémeas, respectivamente).
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National Toxicology Program (2008) também expuseram hamsters ao
dicromato de sddio hidratado na agua de bebida por 2 anos e observaram aumento
estatisticamente significativo na incidéncia de adenomas e carcinomas no intestino
delgado de machos e fémeas nas doses de 224 e 23,1 mg de crébmio
hexavalente/kg dia, respectivamente.

Estudos realizados em animais evidenciam que a exposi¢céo oral aos
compostos de cromio hexavalente produzem efeitos sobre o sistema reprodutivo,
incluindo mudancas histopatolégicas em orgéos reprodutivos de machos (ZAHID et
al., 1990; CHOWDHURY; MITRA, 1995; LI et al., 2001; ARULDHAS et al., 2004,
2005, 2006) e de fémeas (MURTHY; JUNAID; SAXENA, 1996); alteracbes
espermaticas, incluindo reducdo na contagem, motilidade e morfologia anormal (
ZAHID et al., 1990; SUBRAMANIAN et al., 2006); reducéo dos niveis de plasma
seminal (CHOWDHURY; MITRA, 1995); aumento da duragdo do ciclo estral
(MURTHY; JUNAID; SAXENA, 1996; KANOJIA; JUNAID; MURTHY, 1996, 1998);
mudanc¢as no comportamento de acasalamento e reducédo na fertilidade em machos
(BATAINEH et al., 1997).

Efeitos adversos foram observados sobre os tecidos reprodutivos de
coelhos machos expostos ao dicromato de potassio por 10 semanas (YOUSEF et
al., 2006). Os coelhos receberam doses diarias de 0 e 5 mg de dicromato de
potassio/kg por gavagem. Esses pesquisadores relataram que a dose de 5 mg de
dicromato de potassio/kg dia equivale a 3,6 mg de cromio hexavalente/kg dia.

Ganho de peso, consumo de ragdao, pH seminal, contagem
espermatica, motilidade e morfologia foram analisados semanalmente. Analises de
testosterona foi avaliada a cada 2 semanas. No final do experimento, os animais
foram sacrificados para colheita dos testiculos e do epididimo para determinar o
peso dos mesmos. Foi realizado a colheita do plasma seminal para analise da AST,
ALT, Ap, AcP e GST.

Como resultados, esses pesquisados observaram que o peso corporal
do grupo que recebeu o dicromato de potassio diminuiu 9% quando comparado com
0 grupo controle, apesar do consumo médio de racdo nao ter diferenca entre os
grupos durante as 10 semanas de tratamento. Além disso, os pesos dos testiculos e
dos epididimos tiveram uma reducdo de 22% no grupo tratado. Os niveis de
testosterona no plasma dos animais tratados diminuiram em 21% e as

caracteristicas espermaticas foram reduzidas significativamente (p<0,05). Porém
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nao foi observada diferenca significativa no volume de sémen ejaculado. A atividade
dos fluidos seminais (GST, AST e AcP) foram significativamente reduzida no final do

periodo experimental.

3.1.7 Toxicinética

Enquanto o crémio trivalente é um micronutriente essencial, associado
ao metabolismo de glicose, lipidios e proteinas, e cuja auséncia esta relacionada a
diabetes e doencas cardiovasculares, o Cr*® é considerado perigoso para a salde
publica devido as suas propriedades mutagénicas e carcinogénicas, sendo 0,05
mg.L™ a concentracdo maxima permitida em &guas destinadas ao consumo humano
(ANDERSON, 1998; SHRIVASTAVA et al., 2002; BASHA; MURTHY; JHA, 2008;
MORENO et al., 2009; MALKOC; NUHOGLU, 2007).

Todos 0s metais e seus compostos possuem toxicidade, ou seja, a
capacidade inerente que um elemento quimico tem para causar efeitos adversos
sobre os organismos vivos. O fator-chave € o grau de exposicdo que afeta o
organismo e esta relacionada tanto com a quantidade envolvida como com o tempo
de exposicdo (GOYER, 1996).

Os efeitos toxicos dos metais pesados (crdmio) e dos compostos de
metais sdo determinados pelo indice e o alcance com que 0s metais ou compostos
se convertem em uma forma biodisponivel. Os ions livres do metal podem ligar-se
com a matéria organica, reduzindo a quantidade que esta biodisponivel (MUNIZ;
OLIVEIRA-FILHO, 2006).

Em solucdo aquosa, Cr*® existe principalmente nas formas de cromato
(CrO4%), dicromato (Cr.0+*) e cromato de hidrogénio (HCrO4). Em solucées basicas
ocorre a predominancia da espécie CrO,* e em solucdes extremamente acidas com
valores de pH compreendida entre 2 e 6, predominam as espécies HCrO, e Cr,0;*
(OWLAD; AROUA; DAUD, 2010).

Um parametro importante em toxicologia ¢ a chamada dose letal 50
(DL50), definida como a quantidade de uma substancia quimica que, quando
administrada em uma Unica dose por via oral, expressa em massa da substancia por
massa de animal (os mais usados sao ratos, camundongos, coelhos, peixes e
diversas espécies de macacos), produz a morte de 50% dos mesmos dentro de um

periodo de observacdo de 14 dias. Conforme os niveis diferenciados de DL50
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[Dicromato de Potassio - DL50 = 25 mg.kg™ (rato, via oral)] as substancias quimicas
recebem diferentes classificagfes quanto ao seu nivel de toxicidade, sendo os mais
toxicos o do Grupo | (CHEMDAT, 2005).

3.1.8 Forma de atuacéo e danos a saude causados por cromato

Como exemplo da forma hexavalente, o dicromato de potéssio
(K2Cr,05) é a forma mais toxica, sendo rapidamente absorvida pelas células vivas e
que ingerida em altas doses pode causar irritacbes na mucosa gastrointestinal,
cancer no trato intestinal, necroses de figado, nefrite e morte em homens e animais,
sendo que os seus efeitos dependerdo da dose, da via e do tempo de exposicéo
(CHEMDAT, 2005).

Evidéncias epidemioldgicas sobre a carcinogenicidade dos cromatos em
organismos expostos (DE FLORA et al.,1990), tem contribuido para catalogar o
dicromato de potassio dentro do Grupo | dos carcinogénicos humanos e como
extremamente toxico (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER,
1990).

Estudo realizado com este elemento mostrou que doses acima de 10
mg.kg? de Cr®* na racdo afetaram o trato gastrointestinal, os rins e o sistema
hematoldgico, além disso, ha evidéncias suficientes de que determinados compostos
hexavalentes de crémio sdo carcinogénicos para animais experimentais e os efeitos
cronicos da exposi¢cdo ao crdmio ocorrem no pulméo, no figado, nos rins, no trato
gastrointestinal e no sistema circulatorio (THE INTERNATIONAL PROGRAMME ON
CHEMICAL SAFETY, 1988).

Algumas investigacdes in vitro e em humanos sobre o Cr(VI) induzir a
metilacdo do DNA foram realizados até agora. Foi relatado que a exposicdo ao
dicromato de potéssio foi capaz de induzir a metilacdo do promotor transgene gpt
nas células G12 de hamster Chinenes (KLEIN et al., 2002).

Um estudo sobre genética e alteragcbes na metilagdo do DNA de
plantas da espécie Brassica napus L. mostraram que o dicromato de potassio induz
a uma hipermetilagdo do DNA do genoma na sequencia CCGG e que o efeito foi
dose dependente (LABRA et al., 2004). Entretanto, a metilacdo do gene pl16 tem
sido frequentemente encontrado em canceres de pulméo por cromato (KONDO et
al., 2006; ALl et al., 2011).
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Mais interessantemente, Kondo et al., 2006 descobriram que mais de
80% dos céanceres de pulmao por cromatos mostraram repressao da proteina p16.
Portanto, foi sugerido que a metilacdo da pl6 esta estreitamente associado com o
cancer de pulmao por cromato, mas a pergunta é se a metilagcdo da pl6 é causada
pelo cancer de pulmao por cromato ou se € apenas uma consequéncia do cancer?

A pl6 esta localizada no braco do cromossomo 9p e € um gene
supressor tumoral. A producdo do gene pl16 e um inibidor do CDK 4/6, que fosforila
residuos de serina/treonina dos supressores tumorais retinoblasticos (LABRA et al.,
2004) e desempenha um importante papel na inibicdo na progressao do ciclo celular
(KONDO et al., 2006; CHIU et al., 2010).

Estudos clinicos e epidemiolégicos em humanos adultos evidenciaram
que a dose oral letal foi de 50 a 70 mg.kg™* de peso corpéreo para cromatos e as
caracteristicas clinicas mais importantes produzidas foram necrose do figado e dos
rins, e contaminacdo de Orgaos vitais, como o coragdo (MUNIZ, OLIVEIRA-FILHO,
2006).

Referente a forma como atua o crémio, este se acumula no tdbulo
proximal e & nesse local onde provoca o maior efeito toxico. O mecanismo de
toxicidade se da através inducdo de radicais livres pela reducdo do crémio, na
presenca de redutores celulares (DARTSCH et al.,, 1998; SUGIYAMA, 1991), a
interacdo dos radicais livres com as proteinas da membrana e intracelulares,
modificando os processos de reabsorcéo e secrecao de diferentes substancias nos
tubulos renais (KIRSCHBAUM; SPRINKEL; OKEN, 1981).

3.2 Alimentos Funcionais e Probio6ticos

A incidéncia de cancer e outras enfermidades podem ser minimizadas
por meio de bons habitos alimentares (MORAES; COLLA, 2006), sendo que em
meados dos anos 80 surgiu no Japao o termo “alimentos funcionais”, como resultado
dos esforgos para desenvolver alimentos que possibilitassem a reducao dos gastos
com saude publica, considerando a elevada expectativa de vida naquele pais
(ARAYA; LUTZ, 2003).

Alimentos funcionais também séo conhecidos por outros nomes, como

nutracéuticos, alimentos terapéuticos e alimentos medicinais e que podem conter um
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ou até mesmo uma combinacdo de componentes que dao desejaveis efeitos
fisiol6égicos no corpo humano (CRUZ; FARIA; VAN DENDER, 2007).

Uma classe importante de alimentos funcionais sdo os probidticos,
sendo que nos ultimos anos o interesse pelo consumo e investigacdo dos probidticos
aumentou substancialmente, acompanhado por uma crescente evidencia clinica e
objetivando suportar alguns dos beneficios atribuidos ao uso destes agentes. O seu
amplo consumo e potencial terapéutico tém uma longa historia sustentada por dados
cientificos suficientemente solidos, mas que ndo evitaram serem vistos durante
muito tempo como alternativas terapéuticas e usados no anedotério cientifico
(MATOS; MONTEIRO, 2010).

As bactérias probidticas estdo sendo cada vez mais utilizadas no
tratamento e prevencao de uma grande variedade de doencas em humanos, como
sindromes e diarreias associadas com antibiéticos (D’'SOUZA et al., 2002; BORODY
et al., 2004) e doencas inflamatorias intestinais que ocorrem como consequéncia de
tratamento cirdrgico (GUARNER et al., 2008).

Estudos indicam, também, que a suplementacdo com probioticos pode
exercer uma grande variedade de efeitos benéficos sobre os humanos com respeito
a reducao de infecgdes e doencas sazonais e na atenuagdo dos sintomas e duracao
das doencas (MORIMOTO et al., 2005; RAO et al., 2009; OELSCHLAEGER, 2010).

O termo probidtico € de origem grega e significa “para a vida” (STEFE;
ALVES; RIBEIRO, 2008) sendo definidos como “microrganismos Vivos,
administrados em quantidades adequadas, que conferem beneficios a salude do
hospedeiro” (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED
NATIONS, 2001; SANDERS, 2003).

Pode-se dizer que a histéria dos probioticos iniciou-se a mais de
10.000 anos quando eram utilizados para preservacdo de alimentos. Além disso,
médicos do Oriente Médio descreviam formas de leite fermentado, tal como iogurte,
para cura de desarranjos estomacais e intestinais. Porém, somente no inicio do
século passou a ser estudado de forma mais racional (GHADBAN, 2002).

Em 1907, um pesquisador russo chamado Elie Metchnikoff, professor
do Instituto Pasteur em Paris, demonstrou que a ingestdo de leite fermentado
melhorava a saude humana apos observar a longevidade de camponeses bulgaros
gue consumiam basicamente este tipo de alimento (TOURNUT, 1998). Metchnikoff

realizou experimento utilizando um microrganismo isolado do leite fermentado
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consumido nesta regido, o qual denominou de Bacillus bulgaricus e que, atualmente
€ conhecido como Lactobacillus bulgaricus (BIOTECNAL, 1999).

A partir dai muitos estudos comecaram a ser realizados estudos com o
intuito de explicar os efeitos benéficos oriundos da ingestdo de produtos
fermentados (BUTOLO, 1999), e em 1965, Lilly e Stillwell definiram probi6ticos como
“substancias secretadas por um microrganismo que estimulam o crescimento de
outro”, se contrapondo ao termo antibidtico. Na década de 70, o Lactobacillus
acidophilus comecgou a ser utilizado na alimentacdo animal como uma substancia
probidtica (GIL DE LOS SANTOS; GIL-TURNES, 2005).

Os microrganismos utilizados como probidticos sao usualmente
componentes nao patogénicos da microbiota intestinal normal, tais como as
bactérias acido laticas (Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus e Enterococcus),
bactérias do género Bifidobacterium e leveduras como a Saccharomyces. Assim,
dentre os probidticos mais utilizados na alimentacdo humana e animal estdo as
bactérias acido laticas dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium e também, uma
levedura nao patogénica, a Saccharomyces (WILLIAMS, 2010).

Na medicina humana, os probidticos sdo usados na prevencdo e
tratamento de doencas, na regulacdo da microbiota intestinal, em disturbios do
metabolismo gastrintestinal, como imunomoduladores e também na inibicdo da
carcinogénese (COPPOLA; GIL-TURNES, 2004). Na nutricdo animal, os probioticos
comecaram a ser estudados e posteriormente utilizados como promotores de
crescimento devido a grande necessidade de substituicdo dos antibidticos, pois
estes antimicrobianos estdo sendo cada vez mais questionados por varios paises
pela possibilidade de serem toxicos e/ou carcinogénicos, prejudicando a saude
humana quando seus residuos estiverem presentes nos produtos de origem animal
e também, por ocasionarem problemas de resisténcia bacteriana tanto nos animais
como nos humanos (PENZ JR., 2003).

3.2.1 Mecanismos de acao
O modo de acdo dos probidticos ndo foi ainda completamente

esclarecido, embora tenham sido sugeridos varios processos que podem atuar
independentemente ou associados (HOLZAPFEL et al., 1998; FOOKS; GIBSON,
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2002; COPPOLA; GIL-TURNES, 2004; CHEN; WALKER, 2005; MARCO; PAVAN;
KLEEREBEZEM, 2006).

ApOs a ingestdo, o probidticos deve manter sua viabilidade apos
contato com o acido gastrico e com o0s sais biliares. Alem de vencer essa barreira
guimica, os probiéticos devem se aderir a superficie intestinal onde desempenham
suas func¢des (MARCO; PAVAN; KLEEREBEZEM, 2006).

A acdo benéfica do uso de probioticos se faz em duas formas
principais, sendo a primeira pela melhora nos indices zootécnicos, maior
produtividade, aumento no ganho de peso e melhora na conversdo alimentar e
segundo, na reducdo da colonizagdo intestinal por alguns patdgenos, como por
exemplo, as salmonelas (FULLER; COLE, 1989; CASTRO, 2003).

Outros beneficios atribuidos ao uso dos probidticos, principalmente
guando se trata dos Lactobacilos e das Bifidobactérias, pois estas possuem
capacidade de elevar o valor nutritivo e terapéutico dos alimentos, o que leva a um
aumento dos niveis de vitaminas do complexo B e aminoacidos, além da absorcéo
acrescida de calcio, ferro e magnésio (ROLFE, 2000; COUDRAY et al., 2005;
SNELLING, 2005).

Além disso, os probidticos exercem efeitos pleiotropicos, incluindo o
papel de protecdo do trato intestinal onde eles exercem efeitos antimicrobianos
diretos por competir com patégenos locais e indiretamente por melhorar as funcoes
de barreira do intestino (NG et al.,, 2009). Apresentam, também, habilidade de
modular o sistema imune das mucosas locais e sisttmicas do hospedeiro
(HORMANNSPERGER; HALLER, 2010).

Outros possiveis efeitos dos probidticos sdo a sua atuacdo na
prevencdo de cancer, na modulacdo de reacdes alérgicas, na melhoria da saude
urogenital de mulheres (KOPP-HOOLIHAN, 2001) e nos niveis sanguineos de
lipideos (PEREIRA; GIBSON, 2002). Além desses possiveis efeitos, evidéncias
preliminares indicam que bactérias probidticas ou seus produtos fermentados podem
exercer um papel no controle da pressao sanguinea. Estudos clinicos e com animais
documentaram efeitos anti-hipertensivos com a ingestdo de probioticos (KOPP-
HOOLIHAN, 2001).

E provavel que o efeito benéfico dos probidticos na modulacdo de
reacoes alérgicas seja exercido através do desenvolvimento da funcédo de barreira

da mucosa. Outra possibilidade é que um estimulo microbiano reduzido durante a
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primeira infancia resulte em maturagao mais lenta do sistema imune, tendo em vista
o fato de que foi observado que criangas alérgicas eram menos frequentemente
colonizadas por lactobacilos, predominando os coliformes e Staphylococcus aureus.
Assim sendo, os probidticos sdo capazes de atenuar a inflamacéo intestinal e as
reacoes de hipersensibilidade em pacientes com alergia alimentar, funcionando
como um meio de prevencao priméaria da alergia em individuos suscetiveis (KOPP-
HOOLIHAN, 2001; VAN DE WATER, 2003).

Quanto ao efeito probiotico benéfico sobre a concentracdo sanguinea
de lipidios, apesar de poucos estudos clinicos de curta duracdo terem sido
realizados, todos mostraram que a ingestao de probidticos exerceu influéncia sobre
os lipidios de uma maneira similar, reduzindo os niveis de colesterol total, de
colesterol LDL e de triglicérides (KOPP-HOOLIHAN, 2001). As bactérias probioticas
fermentam os carboidratos ndo digeriveis provenientes dos alimentos no intestino.
Os 4cidos graxos de cadeia curta resultantes dessa fermentacdo possivelmente
causam diminuicdo das concentracfes sistémicas dos lipideos sanguineos, atravées
da inibicdo da sintese de colesterol hepatico e/ou da redistribuicdo do colesterol do
plasma para o figado (PEREIRA; GIBSON, 2002b).

Entretanto, € importante salientar que diversas outras hipoteses tém
sido levantadas e que o efeito real dos probiéticos no controle de colesterol ainda é
questionavel (LOURENS-HATTINGH; VILJOEN, 2001).

3.2.1.1 Exclusdo competitiva

Essa € considerada de extrema importancia em virtude da
disponibilidade de nutrientes representarem um fator limitante ao crescimento
bacteriano. Um dos fatores limitantes para o crescimento bacteriano na luz intestinal
é a disponibilidade de nutrientes. A competicdo é maior no coldn distal, onde existe
menor quantidade de residuos alimentares em relagdo ao coldn proximal e intestino
delgado. Portando, o aumento do numero de lactobacilos e bifidobactérias néo
permitiria a proliferacdo de baterias consideradas patogénicas para o hospedeiro
(FOOKS; GIBSON, 2002; TAMIME, 2002; CHEN; WALKER, 2005).

Jin et al. (1997) relataram diversos estudos em que a alimentacéo de
frangos com Lactobacillus resultou em menores numeros de coliformes no intestino

delgado e nos cecos. Pintos “germ-free” tratados com a combinacdo de E.coli e
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Lactobacillus foram protegidos de S. typhimurium mais efetivamente que com cada
organismo isoladamente. O mecanismo envolvido parece ser a aderéncia dos
probioticos a sitios de ligacdo no epitélio intestinal competindo com outras bactérias.
A competicdo por nutrientes disponiveis é muitas vezes citada como um mecanismo
de acéo para controlar populagcdes bacterianas, mas nao existem evidencias para
essa proposta.

Segundo Lavermicocca et al. (2005), com a presenca das bactérias
probioticas no interior do intestino as bactérias patogénicas sdo excluidas, isso
ocorre devido a competicdo por sitios de ligacdo (receptores ou pontos de ligagéo)
na mucosa intestinal. Essa exclusdo ocorre porque as bactérias patogénicas nao
conseguem se ligar aos receptores e consequentemente elas sdo excluidas pela

competicao.

3.2.1.2 Antagonismo direto

Os lactobacilos e as bifidobactérias auxiliam na manutencdo de um
balanco saudavel da flora intestinal, por produzirem compostos organicos decorrente
da atividade fermentativa, com formacgéo de acido lactico, peréxido de hidrogénio e
acido acético, que aumentam a acidez do intestino, inibindo assim, a multiplicacdo
de bactérias com potencial de dano ao epitélio intestinal (FOOKS; GIBSON, 2002).

As bactérias intestinais sdo capazes de produzir alguns acidos
irganicos a partir de ingredientes alimentares n&o absorvidos de forma integral pelo
hospedeiro. Desta forma as bactérias do intestino podem produzir acido propidnico,
acido acético, acido butirico e lactico, além de peréxido de hidrogénio, os quais séo
capazes de inibir o crescimento de microrganismos patogénicos (KURDI et al.,
2006). Aparentemente, a acdo bacteriostatica dos &cidos graxos de cadeia curta €
dependente do pH, pois quanto maior a reducao desde, maior a quantidade de acido
e efeito antibacteriano mais intenso (LAUGHTON et al., 2006)

Segundo Vélez et al. (2007), as bactérias da microbiota intestinal e/ou
componentes dos probidticos podem produzir e liberar compostos como as
bacteriocinas acidos orgéanicos, que sao acidos graxos volateis de cadeia curta
(propribnico, acético, butirico, lactico) e os peréxidos de hidrogénio que tem
atividade bacteriostatica, esses dois acidos atuam como inibidores do crescimento

de bactérias patogénicas. As bacteriocinas sao capazes de inibir o crescimento de
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patdgenos intestinais, pois elas sdo substancias antibidticas que agem no local.
Atualmente existe véarias bacterionas descritas, entre elas temos a reuterina, uma
substancia de baixo peso molecular, produzida pelo L. reuteri. Tanto lactobacilos
quanto bifidobactérias sdo capazes de produzir esses elementos (FOOKS; GIBSON,
2002).

Chateau, Castellanos e Deschamps (1993) isolaram 103 Lactobacillus
de dois probidticos (DFM) “diretc-fed microbial” comerciais e testaram sua
capacidade de inibir patdgenos; cerca de metade dos isolados inibiram as duas

espécies de Salmonella e os seis sorotipos de E.coli utilizados.

3.2.1.3 Estimulo ao sistema imune

Ao citar os mecanismos de acdo das bactérias probidticas, pode-se
destacar também, o estimulo ao sistema imune, que ocorre por meio do aumento
dos niveis de anticorpos e ativacdo dos macrofagos, proliferacdo de celular T e
producao de interferon, e relacionar este mecanismo a dois géneros de bactérias, as
Lactobacillus e as Bifidobacterium (ISOLAURI et al., 2001; MATSUMOTO et al.,
2005; PELUSO et al., 2007).

Alguns géneros de bactérias intestinais como o Lactobacillus e
Bifidobacterium estdo diretamente relacionados com o aumento da resposta imune.
Jin et al. (1997) e Leedle (2000) revisaram o assunto, indicando efeitos no aumento
da producdo de anticorpos, ativagdo de macrofagos, proliferacdo de células T e
producao de interferon. Os Lactobacillus podem ser importantes no desenvolvimento
de imunocompeténcia em animais jovens, principalmente na protecdo contra
antigenos que causam reac¢0des inflamatdrias no intestino.

Os probidticos tém sido utilizados para aumentar tanto a imunidade
adaptativa quanto a inata através do contato direto com as células epiteliais e
imunitarias, ou pela capacidade de modificar a composicdo e atividade da flora
intestinal. Eles exercem efeitos protetores por varios mecanismos imunes e nao
imunes (LEBEER; VANDERLEYDEN; DE KEERSMAECKER, 2008), exercendo
diretamente atividade antimicrobiana contra patégenos (SERVIN, 2004),
aumentando a fagocitose (LEBLANC; CASTILLO; PERDIGON, 2010), modificando a
producdo de diferentes populacdes de células (LATVALA et al.,, 2008; VIZOSO
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PINTO et al., 2009) ou melhorando a producao de IgA (GALDEANO; PERDIGON,
2006).

Matsuguchi et al. (2003) investigaram os efeitos estimulantes das
espécies de Lactobacillus em células imune de camundongos. Para isso, foram
utiizadas as cepas L. fermentum, L. rhamnosus, L. casei, L. plantarum, L.
acidophilus e L. reuteri. Eles observaram que as células mononucleares dos animais
foram induzidas por toas as seis linhagens para a producdo de TNF-a em
quantidades variaveis.

Chung et al. (2009), trabalhando com caes de sete semanas de idade,
testaram a utilizacdo de Lactobacillus casei expressando o fator estimulador de
colénias de macrofagos e granuldcitos (GM-CSF) sobre a fungdo imunoldgica de
cées e como resultados, estes pesquisadores observaram que ndo houve diferenca
na leucometria global, porém a leucometria especifica, IgA e IgG, foi considerada
significativamente maior quando comparados com o grupo controle, concluindo que
o probidtico potencializou o efeito da vacina.

Em um trabalho recente utilizando diferentes dosagens de probioticos
em diferentes fases de criagao (inicial, crescimento e terminacdo) de frangos de
corte, Taklime et al. (2012) observaram que a utilizacdo do probiético teve um efeito
significativo sobre a producédo de anticorpos contra as doengas mais comuns em
aves (Newcastle, Influenza e Bronquite), onde que o0s grupos tratados com
probioticos apresentaram maior producao de anticorpos quando comparados com o
grupo controle, evidenciando que o probiotico teve um efeito positivo melhorando o
sistema imune por aumentar os niveis de anticorpos sanguineos aumentando a
condicdo de saude dos frangos. Além disso, nos animais tratados com probioticos
houve um aumento das bactérias Lactobacillus e Bifidobacterium e diminuicdo de
Staphylococcus faecium, concluindo que o probidtico teve um papel
significativamente importante no estabelecimento da microbiota benéfica do

intestino.

3.2.1.4 Propriedades anticarcinogénicas

O consumo de produtos laticinios fermentados pode oferecer efeito

protetor contra adenomas ou carcinomas do colon (RAFTER, 1995).
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As propriedades anticarcinogénicas de certas bactérias podem ser
explicadas pela ligacdo e degradacdo de pré-carcinogénicos, producdo de
compostos antimutagénicos, modulacdo de enzimas pro-carcinogénicas no intestino
e supressdo de tumores pelo mecanismo de resposta imune (SAARELA et al.,
2000).

Porém, alguns estudos sugerem que 0s agentes probidticos podem
estar associados a carcinogénese intestinal. Esta situacdo clinica € mediada por
enzimas bacterianas fecais, que ativam 0S compostos pro-carcinogénicos em
compostos carcinogénicos (GOMES; MALCATA, 2002).

Hirayama e Rafter (2000) e Rafter (2003) sugerem varios mecanismos
de atuacdo, incluindo o estimulo da resposta imune do hospedeiro (por aumentar a
atividade fagocitaria, a sintese de IgA e a ativacao de linfécitos T e B), a ligacéo e a
degradacgéo de compostos com potencial carcinogénico, alteragdes qualitativas e/ou
quantitativas na microbiota intestinal envolvidas na produgéo de carcindgenos e de
promotores, producdo de compostos antitumorigenos ou antimutagénicos no célon
(como o butirato), alteracdes da atividade metabdlica da microbiota intestinal,
alteracdes das condic¢des fisico-quimicas do célon com diminuicdo do pH e efeitos
sobre a fisiologia do hospedeiro.

Outras evidencias também sugerem que o0s probidticos reduzem a
resposta inflamatéria (com diminuicdo das citocinas, da hipersensibilidade e
aumento da atividade fagocitaria), alteram a atividade de bactérias envolvidas na
pro-carcinogénese e na mutagénese (O'MABONY et al, 2001; LEBLANC;
PERDIGON, 2005; GAUDIER et al., 2005).

3.2.1.5 Neutralizacédo de enterotoxinas

Uma das propostas € que enterotoxinas produzidas por bactérias
patogénicas podem ser neutralizadas por substancias produzidas por organismos
probioticos, embora ndo existam demonstracdes diretas no caso de aves (JIN et al.
1997).

Muita atencdo tem sido dada ao papel que um probidtico poderia ter
em afetar a ligacdo de organismo patogénico a parede intestinal e, portanto, na
producdo de enterotoxinas (FULLER, 1989). A ligacdo de bactérias patogénicas a

superficie da mucosa do hospedeiro e a producdo de enterotoxinas na superficie
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atualmente reconhecido como o passo inicial e essencial na patogénese (JONES;
RUTTER, 1972). E provavelmente o efeito da ligagcdo e da producdo de toxinas que
contam para a maior proporcao da alta taxa de sintese proteica na parede intestinal.

Segundo Williams et al. (1991), o papel de um micro-organismo
probidtico € manter o balanco da microflora entérica em favor de espécies néo
patogénicas, eliminando as patogénicas. A maior parte das bactérias se adere a
superficie intestinal via fimbria bacteriana. O componente da fimbria bacteriana que
realmente se adere é lectina. Esta reconhece estruturas especificas de carboidratos
na superficie da parede intestinal.

Tanto a Salmonella como a E. coli se ligam via grupos de manose
especificos. Um possivel modo de acao para a atividade de um probiético é a de que
um organismo probidtico compete com bactéria patogénica pelos sitios de ligacéo na
superficie intestinal, assim excluindo o patégeno e impedindo a producao de toxinas.
Para que isto ocorra, a fimbria da bactéria deve ser similar e reconhecer o mesmo
sitio de ligacao.

Durante as primeiras semanas de vida do leitdo, ocorre uma sucesséo
de diferentes cepas de Lactobacillus, o que indica uma alteragcdo na natureza dos
componentes de adeséao no intestino (TANNOCK; FULLER; PEDERSEN, 1996).

3.2.2 Vantagens e limitacdes

Apesar de sua acdo ndo estar completamente esclarecida, estudos
citam algumas vantagens e limitagdes decorrentes do uso dos probidticos. Dentre as
vantagens da utilizacdo dos probidticos na alimentacdo de monogastricos sao:
auxilio na digestdo e absorcédo de nutrientes (envolvimento na bioquimica intestinal,
especialmente em relacdo a acao sobre os sais biliares); possuem ac¢éo inibitoria no
crescimento de bactérias patogénicas (producdo de bacteriocinas que agem inibindo
0 crescimento de outras bactérias); produzem lactato e acetato que ajudam na
reducdo do pH do meio, exercendo desse modo, acdo antibacteriana; producdo de
metabdlitos que inibem bactérias patogénicas; estimula o sistema imunol6gico
através da producdo de macréfagos; o combate a células malignas pode ser
atribuido a inibicdo de enzimas pro-carcinogénicas ou a estimulacdo do sistema
imunitario do  hospedeiro; restauracdo da microbiota intestinal apdés

antibioticoterapia. Ja no caso dos ruminantes, 0s probioticos auxiliam no aumento da
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digestibilidade da fibra; reducdo dos niveis de amoénia ruminal, maior ingestédo de
matéria seca; estabilidade nos processos digestivos; antecipacdo da ruminagédo em
bezerros; reducédo de diarreias também em bezerros e barreira microbiologica para
infeccdes por patdgenos no trato genital de fémeas.

Os probidticos apresentam algumas caracteristicas particulares, eles
sdo capazes de se manterem viaveis ao longo do tempo da vida de prateleira do
produto alimenticio, eles ndo transportam genes transmissores de resisténcia a
antibioticos e ndo apresentam propriedades mutagénicas e sdo anticarcinogénicos e
resistem a fagos e ao oxigénio (ROLFE, 2000; SALMINEN; NURMI; GUEIMONDE,
2005; SNELLING, 2005; NICOLAS et al., 2007).

Além disso, a maior vantagem da utilizacado dos probioticos € por este
servir como alternativa ao uso dos promotores de crescimento antibidticos na
alimentacao animal. Estes suplementos alimentares compostos de culturas definidas
ou indefinidas de microrganismos vivos tém a capacidade de se instalarem e
proliferarem no trato gastrintestinal, agindo no crescimento e beneficiando a saude
do hospedeiro pelo estimulo as propriedades existentes na microbiota natural,
disponibilizando, assim, produtos de maior seguranca alimentar para o mercado
consumidor, tanto nacional como internacional.

Numerosas vantagens para a saude sdo associadas ao uso dos
probioticos, principalmente relacionadas as patologias digestivas, urogenitais e
também atopia. Devemos levar em consideracdo que alguns beneficios estdo mais
bem documentados do que outros. Além disso, o custo-beneficio dessa utilizacdo
deve ser levantado, pois muitos trabalhos realizados testando esses produtos néo
destacam essa relacéo. Os efeitos descritos devem ser limitados as cepas utilizadas
em cada estudo e para cada espécie animal e ndo extrapolados e generalizados
(BADARO et al., 20009).

Partindo da propria definicdo, a presenca de microrganismos vivos nas
preparacdes probidticas levanta a possibilidade de infeccdo ou colonizacao
patogénica. Quando ingeridos por via oral, os probioticos sédo geralmente seguros e
bem tolerados, tendo um risco muito baixo de causar infecgbes (KLIGLER;
COHRSSEN, 2008) e de propiciar a geracdo de patdégenos mais agressivos e
resistentes (BADARO et al., 2009). Deve-se destacar que 0 uso simultaneo de
probioticos e antibidticos podem retirar a eficacia de acdo dos probidticos
(WILLIAMS, 2010).
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Os resultados de pesquisas com probidticos, até o momento, sao
bastante contraditorios quanto a sua eficiéncia. Essa contradicdo observada entre os
trabalhos justifica-se mediante os dados obtidos em relacdo a idade do animal, tipo
de probidtico utilizado, viabilidade de os microrganismos, no momento, serem
agregados as racoes e condicdes de armazenamento delas (ARAUJO et al., 2000).

Inimeros fatores podem interferir na resposta dos frangos frente aos
probioticos, como, por exemplo, idade do lote, desafio sanitario, tipo de
microrganismo, agente anticoccidiano, criacdo em gaiolas ou piso, entre outros.
Além disso, Menten e Pedroso (2005) atentam para o fato de que a composi¢édo
indicada no rotulo dos probidticos comercializados, quanto a identidade e
concentracdo microbiana, nem sempre € a que compde o produto. Por isso, estudos
envolvendo a utilizacdo de probidticos devem controlar os fatores anteriormente

mencionados, para que essa nova tecnologia possa ser utilizada com seguranca.
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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi o de avaliar as alteracbes dependentes da dose
de dicromato de potassio (0, 12, 24 e 36 mg.kg® de K,Cr,O;) no parametro
desempenho nutricional e perfis glicémico, lipidico, renal e hepatico, apos
suplementacdo com ou sem probidtico, em ratos Wistar. Oitenta ratos foram
randomicamente divididos em oito grupos (n=10): Grupo 1 (dieta basal); Grupo 2
(dieta basal + 12 mg.kg? K,Cr,0O;); Grupo 3 (dieta basal + 24 mg.kg® K,Cr,O;
Grupo 4 (dieta basal + 36 mg.kg? K,Cr,O7); Grupo 5 (dieta basal + 0,2% de
probiético); Grupo 6 (dieta basal + 12 mg.kg™ K»Cr,O7 + 0,2% de probiético); Grupo
7 (dieta basal + 24 mg.kg™ K,Cr,O7 + 0,2% probiético); e Grupo 8 (dieta basal + 36
mg.kg™ de K,Cr,0O; + 0,2 % de probiético). O efeito da inclusdo ou ndo do probidtico

sobre os parametros estudados foi avaliado por meio do ajustamento de retas de

Mestrado em Ciéncia Animal, Departamento de Ciéncias Funcionais, Universidade do Oeste
Paulista — UNOESTE. Fone: +55-18-3229-1181, E-mail: soraia_younan@hotmail.com
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regressao linear simples, utilizando-se as doses de K,Cr,O; como variavel
dependente e os coeficientes de regressao e interceptos foram comparados dois a
dois pelo teste t de Student. A ingestdo oral por 90 dias de doses crescentes de
dicromato de potassio produziu diminuicdo significativa (P<0,01) do desempenho
nutricional e alteracdes significativas (P<0,01) dos perfis lipidicos, glicémico, renal e
hepatico. Os resultados sugestionam que o probidtico tem efeito benéfico na
prevencao a exposicdo subcrbnica ao créomio VI, na forma de dicromato de potéassio,
evidenciados através da atenuacdo das alteracbes dos perfis hepatico, renal,

glicémico e lipidico e parametros nutricionais em ratos, como modelo experimental.

Palavras-chave: Cromio VI; Intoxicagdo Subcrbnica; Alimentos funcionais;

Parametros séricos; Parametros nutricionais.

ABSTRAT

The aim of this study was to evaluate the dose-dependent changes of potassium
dichromate (0, 12, 24 and 36 mg.kg® of K,Cr,O;) in nutritional performance
parameter and glycemic, lipid, renal and hepatic profiles after supplementation with
or without probiotic, in Wistar rats. Eighty rats were randomly divided into eight
groups (n = 10): Group 1 (basal diet), Group 2 (basal diet + 12 mg.kg™ of K,Cr,0-),
Group 3 (basal diet + 24 mg.kg™’ of K,Cr,O;); group 4 (basal diet + 36 mg.kg™ of
K,Cr,07), Group 5 (basal diet + 0.2% probiotic), Group 6 (basal diet + 12 mg.kg™ of
K,Cr,0O7 + 0.2% of probiotic) and Group 7 (basal diet + 24 mg.kg™ of K,Cr,0O7 + 0.2%
of probiotic) and Group 8 (basal diet + 36 mg.kg™ of K,Cr,O; and+ 0.2% of probiotic).
The effect of the inclusion or not of the probiotic on the parameters was evaluated by
fitting straight linear regression, using doses of K,Cr,O; as the dependent variable
and regression coefficients and intercepts were compared two by two by t-test

Student. The oral intake for 90 days of increasing doses of potassium dichromate
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produced a significant decrease (P<0.01) in nutritional parameters and lipid, glucose,
renal and liver profiles. The results sugestionam that the probiotic has a beneficial
effect in the prevention effect of subchronic exposure to chromium VI, in the form of
potassium dichromate, evidenced by attenuation of changes in hepatic, renal,

glycemic and lipid profiles and nutritional parameters in rats, as experimental model.

Key words: Chromium VI; Subchronic exposure; Functional foods; Serum

parameters; Nutritional parameters

INTRODUCAO

O crémio, Cr, € um elemento relativamente comum e ocupa a 212
posicdo no indice de elementos que ocorrem mais comumente na crosta terrestre
(CHWASTOWSKA et al., 2005), podendo ser liberado para o meio ambiente a partir
de fontes antropogénicas, pois € amplamente utilizado em processos de fabricacéo,
como curtimento de couro, producdo de aco e placas, controle de corrosao e
producéo de tintas e pigmentos (BARTYZEL; CUKROWSKA, 2011)

Na natureza o cromio I, Cr*, é considerado um elemento essencial
para o metabolismo humano e animal em pequenas quantidades, ja o crébmio VI,
Cr'® é um potente agente oxidante, muito instavel, téxico, irritante e carcinogénico
para humanos e animais (STASINAKIS et al., 2003; BREMER NETO, et al., 2005;
MUNIZ, OLIVEIRA-FILHO, 2006).

O Cr*® provoca efeitos agudos e cronicos no pulméo, figado, rins, trato
gastrointestinal e no sistema circulatorio (THE INTERNATIONAL PROGRAMME ON

CHEMICAL SAFETY, 1988) e séao, assim, fortes irritantes do tecido da mucosa,
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incluindo efeito de acidose metabdlica, necrose tubular aguda, insuficiéncia renal e
morte (SARYAN, REEDY, 1988). Além disso, o Cr*® acumula no tdbulo proximal e é
nesse local que provoca o maior efeito toxico, através da inducéo de radicais livres
pela reducao do crémio, na presenca de redutores celulares (DARTSCH et al., 1998;
SUGIYAMA, 1991) e a interagdo dos radicais livres com as proteinas da membrana
e intracelulares, modificando os processos de reabsorcéo e secrecao de diferentes
substancias nos tubulos renais (KIRSCHBAUM; SPRINKEL; OKEN, 1981).

Alguns microrganismos vivos, definidos como probidtico, mostraram
atividade antioxidante (SINGH et al., 2007) e captadora de radicais livres (GETOFF,
2007), o que pode minimizar ou impedir o efeito toxico de contaminantes, pelo seu
efeito benéfico sobre a saude humana (SALMINEN et al., 1998).

Para a avaliacdo do risco toxicolégico em humanos, alguns parametros
bioquimicos sanguineos dos animais, como modelo experimental, podem ser
utilizados, uma vez que mudancas no sistema hematologico deles podem ter um
maior valor preditivo (RAZA et al., 2002; HAYES, 2007).

O objetivo desse estudo foi o de avaliar o efeito do probidtico em
Rattus novergicus linhagem Wistar alimentados com dietas contendo doses
crescentes de dicromato de potassio, por do desempenho nutricional e de

parametros bioquimicos.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi aprovado pela Comissé&o de Etica no Uso de Animais

(CEUA) da UNOESTE, sob o Processo n® 785/11, em 22 de agosto de 2011. Os

grupos foram compostos por 10 ratos machos da linhagem Wistar, totalizando 80
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animais, recém-desmamados (25 dias de idade), com 50 = 4 g de peso corporal,
provenientes do Biotério Central da Universidade do Oeste Paulista e mantidos em
gaiolas individuais, sob as mesmas condicbes padroes de iluminagdo (ciclo
claro/escuro de 12/12 horas), temperatura controlada em 22°C, comida e agua ad
libitum (MERUSSE e LAPICHIK, 1996) e por um periodo experimental de 90 dias.

Os animais foram distribuidos randomicamente em oito grupos: Grupo
1 = racdo basal (Racdo SupralLab, com niveis de garantia: umidade max.: 12,5%;
proteina bruta min. de 25%; extrato etéreo min.: 3%; matéria fiborosa max.: 18%;
matéria mineral max.: 11%; calcio max.: 2%; e fésforo min.: 0,5%); Grupo 2 = racao
basal incorporada com 12 mg.kg” de dicromato de potassio (K»Cr,O;, 99,9% de
pureza, marca Merck KGaA, Darmstadt, Germany); Grupo 3 = racdo basal
incorporada com 24 mg.kg™* de K,Cr,O7; Grupo 4 = racéo basal incorporada com 36
mg.kg™? de K,Cr,O7; Grupo 5 = racdo basal incorporada com 0,2% de probiético
(Proenzime® produzido pelar Empresa Brasileira de Aumento de Produtividade
Pecuaria — EMBRAUPEC, Paranavai, PR, Brasil, composto por: Lactobacilus
acidophilus, 2,220,000,000 de Unidades Formadoras de Colbnias (UFC);
Estreptococus faecium 2,220,000,000 UFC; Bifidobacterium thermophilum
2,220,000,000 UFC; e Bifidobacterium longum 2,220,000,000 UFC por kg de
produto); Grupo 6 = rac&o basal incorporada com 12 mg.kg™ de K,Cr,O; e 0,2% de
probiético; Grupo 7 = rac&o basal incorporada com 24 mg.kg™ de K,Cr,O7 e 0,2% de
probiético; e Grupo 8 = racdo basal incorporada com 36 mg.kg™* de K,Cr,O7 e 0,2 %
de probidtico.

Andlises da agua e da racao basal foram realizadas antes e durante o
experimento e indicaram que nenhum contaminante, cromio (VI), estava presente e

que pudesse interferir ou afetar os resultados do estudo (Bremer et al., 2005).
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Foi determinado o desempenho animal, através dos parametros do
ganho de peso diario, coeficiente de eficiéncia alimentar, consumo diario da racéo e
o indice de converséao alimentar, segundo Kaminski et al. (2008).

Apos 90 dias de periodo experimental, os animais foram anestesiados
com Tiopental 50 mg.mL™ (Thiopentax, Cristdlia - Produtos Quimicos Farmacéuticos
Ltda — S&0 Paulo/SP - Brasil), com uma dosagem de 30 mg.Kg™ de peso vivo, por
via intraperitoneal e amostras de sangue foram colhidas por puncao intracardiaca e
distribuidas em tubos contendo anticoagulante EDTA Sddico com Fluoreto de Sédio
e em tubos secos para realizacdo dos parametros bioquimicos, sendo entdo os
animais eutanasiados por exsanguinacgao, conforme Paiva et al. (2005).

Foram analisados o0s seguintes parametros bioquimicos: aspartato
aminotransferase (AST ou TGO), alanina transferase (ALT ou TGP), gama-glutamil
transferase (GGT), fosfatase alcalina (ALP ou FA), proteinas totais, globulina,
albumina, creatinina, glicose, ureia, colesterol total, HDL, LDL e triglicerideos. Os
parametros bioquimicos foram dosados através de analisador automatizado
BioPLUSS, modelo Bio200F.

O efeito da inclusdo ou ndo do probidtico sobre os parametros
estudados foi avaliado por técnica que compara regressdes lineares simples,
utilizando-se as doses de K,Cr,0O7; como varidvel dependente e os coeficientes de
regressao e interceptos foram comparados através dos coeficientes angular e linear
das mesmas (Ostle & Mensing, 1975). Considerou-se uma diferenca

estatisticamente significativa quando P<0,01.

DISCUSSAO



52

Os detalhes do desempenho nutricional e dos varios parametros
bioquimicos séo apresentados nas Figuras 1, 2, 3 e 4.

Nenhuma mortalidade foi observada nos grupos de animais expostos
ao dicromato de potéassio incorporado em doses crescentes na racdo, durante o
periodo experimental de trés meses, estando esses resultados de acordo com 0s
resultados obtidos por NTP (2007) ou nos grupos de animais na qual foi incorporado
também o probidtico.

Nos ratos dos grupos na qual foi adicionado a racéo basal 12 mg.kg™,
24 mg.kg™ e 36 mg.kg’ de dicromato de potassio revelaram sintomas clinicos de
embotamento atribuiveis a 90 dias de administracdo de Cr*®, conforme descrito por
Priti et al. (2012).

Dois animais do grupo na qual foi adicionado 24 mg.kg™* de dicromato
de potassio e quatro no grupo na qual foi adicionado 36 mg.kg? apresentaram
sintomas de apatia, letargia e diarréia, nas quais receberam as maiores doses do
dicromato de potassio adicionado na racdo. Observacdes semelhantes foram
relatados em ratos por Priti et al. (2012), em seres humanos por Zhang e Li (1987) e
em coelhos por Tyl et al. (1991), ap6s a exposicdo ao Cr®*. Segundo Saryan e
Reedy (1988) e Priti et al. (2012) a possivel razdo para esses sintomas pode ser
devido aos efeitos corrosivos e irritantes do sal hexavalente na mucosa
gastrointestinal. Muniz e Oliveira-Filho (2006) relatam que em animais a
administracdo de doses orais acima de 10 mg.kg™ de Cr®", incorporadas na dieta,
afetam o trato gastrointestinal, os rins e o sistema hematoldégico e em humanos
adultos as caracteristicas clinicas mais importantes produzidas foram necrose do

figado e dos rins, e contaminacdo de 6rgaos vitais, como 0 coragao.
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Os grupos que receberam administrados na racédo doses crescentes de
Cr*® e incorporado 0,2% de probidtico, Proenzime®, ndo apresentaram sintomas de
embotamento, apatia, letargia e ou diarreia, indicando que esse produto protegeu a
mucosa gastrointestinal dos efeitos corrosivos e irritantes do cromio. Segundo
Brochers et al. (2009), o papel das bactérias probidticas na melhoria da imunidade
pode ser explicada atraves da atividade de desintoxicacdo desses micro-
organismos, pois existe agora evidéncias substanciais de que podem proporcionar
beneficios modulando as func¢des imunologica, antipatogénica e anti-inflamatoria
(ADOLFFSSON et al., 2004), possivelmente influenciando as funcdes metabdlica,
imunologica e protetora no célon (ROBERFROID et al. 1995).

O desempenho foi medido através dos fatores consumo, ganho de
peso e eficiéncia alimentar. Os animais com o aumento da dose do dicromato de
potassio tiveram uma diminuicdo significativa (P<0,01) no consumo, 0 que também
foi observado em ratos por Mclachlan et al. (2006), Soudani et al. (2010), Oliveira et
al. (2010) e Priti et al. (2012) e em coelhos por Tyl et al. (1991), porém expostos a
outras dosagens.

Os grupos de animais suplementados somente com probidtico tiveram
um consumo de ragao significativamente maior (P<0,01) do que o grupo controle, o
que foi também observado por Anukam et al. (2005) alimentados com uma racao
contendo lactobacilos, porém alguns trabalhos relatam que o probiético néo ter efeito
sobre o consumo (FERNANDES, 2001; RANASINGHE et al., 2013) e mesmo com a
adicdo do dicromato de potassio na racdo em doses crescentes 0 consumo
manteve-se ainda significativamente maior (P<0,01), do que nos grupos de animais

na qual foi adicionado somente dicromato de potassio.
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A incluséo na racao de doses crescentes do dicromato de potassio fez
com também os grupos de animais tivessem um ganho de peso diario
significativamente menor (P<0,01 em relacdo ao grupo controle, o que também foi

relatada por De Lucca et al. (2009), Rao et al. (2009), Matos et al. (2009) e Staniek

et al. (2010).
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Figura 1. Alteracdes dependentes da dose de dicromato de potéassio (0, 12, 24 e 36 mg.kg™)
no desempenho, apos suplementacdo sem (o--o) ou com probidtico (----), em ratos machos.
Pardmetros nutricionais: A — Consumo diario; B — Ganho de peso diario; C — Eficiéncia
alimentar.

O probiotico quando incorporado nas dietas, tanto basal quanto

contendo doses crescentes de dicromato de potassio, resultou em ganho de peso

quando comparado aos grupos controle ou com a incorporacdo somente do
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dicromato de potassio. Kuo et al. (2013) relatam que o probidtico, por si s6, ndo € um
fator determinante para o aumento do peso corporal, porém com base em pesquisas
laboratoriais em humanos e animais. Abdul-Rahman et al. (2011), levantaram a
hipotese de que a alimentacéo fornecida ad libitum de probioticos pode ter efeitos
benéficos sobre a ingestdo de alimentos e o peso corporal. Outra evidéncia, 0s
probioticos sdo utilizados como promotores de crescimento devido a sua capacidade
para suprimir o crescimento e atividade de crescimento de microflora patogénica e
de aumentar a absorcédo de nutrientes através da producédo de enzimas digestivas,
Fuller e Gibson (1997). Similar observacao a esse estudo, quanto a diminuicdo do
peso corporal, foi relatada por Tyl et al., (1991) e Vihol et al.,, (2012) em ratos
machos e fémeas, na qual foi administrado o cromio hexavalente.

Todos os grupos suplementados com dicromato de potassio em doses
crescentes tiveram uma perda linear e significativa (P<0,01) da eficiéncia alimentar,
guando comparado com 0s grupos suplementados com probidtico, segundo Kozasa
(1989), pois o0s probidticos sdo selecionados visando melhorar também o
crescimento e a eficiéncia alimentar dos animais, contribuindo para a melhoria e
manutencao da flora intestinal bem equilibrada, evitando transtornos gastrintestinais
e outras doencas (LAVERMICOCCA, 2006).

No presente estudo quando os animais foram alimentados com racgéo
incorporada com doses crescentes de dicromato de potdssio, ocorreu um aumento
linear e significativo (P<0,01) nos valores de AST, ALT, AKP e GGT em relacao aos
grupos controle e que recebeu somente o probibtico. Esses resultados também
foram observados em humanos (KAUFMAN et al., 1970) e em ratos (ACHARYA et
al., 2001; PRITI et al., 2012) para AST e ALT, porém esses autores ndo obtiveram os

mesmos resultados quanto ao parametro GGT. As analises dos parametros
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sanguineos dos animais podem ser traduzidas para avaliacdo de risco em humanos,

uma vez que mudancas no sistema hematologico ter um maior valor preditivo para a

toxicidade humana (RAZA et al., 2002; HAYES, 2007).

A
180 4
175 O Sem probidtico
1704 %  Com probiético
1654
1601 o
155 H o° E
o
150 o D/D/E’ *
a g
T, 1454 g o
S 1404 /D/E/D %/%/%j
§asy o § g H — 3
130 ¥ 4
125 4 ¥/¥/></%/
—
120§~ o y=131,99+0,80x (R?=0,94)
1154 —%— y=120,28+0,62x (R*=0,81)
1104
105 : : :
0 12 24 36
Dose de dicromato de potéssio (mg.kg™)
C
130
O Sem probiético
125+ %  Com probiético
1204 C
115 :
110 B o7k
- ot ]
4 105 g /D@ Ed
E/ 100} o B x—% *3
= o—0 %/yg/% 3
< o5 _o— g—K X *
o o ¥
0 ¥ K 3
B *
85 ¢
—0— y=92,57+0,54x (R°=0,92)
80 —¥— y=88,87+0,38x (R’=0,75)
75 T T T
0 12 24 36

Dose de dicromato de potéssio (mg.kg™)

B
85
0o O Sem probiético
%  Com probiético
75
C
70 £
o
65 D/D/D/E
& —5
60 B o0 j
T} 1 o— ></>,</ 3
2 0 —
= 55 _p—no B K 3
g5 o  x—¥
50 - - X 5
45 /></’</>< *
40 — o y=52,0040,42x (RP=0,83)
35 —%— y=42,32+0,49x (R°=0,77)
30 T T T T
0 12 24 36
Dose de dicromato de potassio (mg.kg™)
D
15,0~
14,5 o Sem probidtico
14,0 *  Com probidtico
1354 c
13,04
12,5 5
12,04 £
11,54 o
11,04 g o
a m —
o 5o
S 1004 07 m
= 954 o
@ 904 - E xR
O g5 e */*/*/></%< 3
8,0 {u] _ x—HR El
= ¥ ¥ *
7,0 £
g,g —0— y=7,59+0,11x (R°=0,90)
55 —K— y=7,49+0,05x (R’=0,56)
5,0+ T T T
0 12 24 36

Dose de dicromato de potéssio (mg.kg™)

Figura 2. Alteracbes dependentes da dose de dicromato de potassio (0, 12, 24 e 36
mg.kg™) no perfil hepatico, apés suplementacdo sem (o--o) ou com probiético (+--+),
em ratos machos. Parametros séricos: A - AST; B - ALT; C - ALP; D - GGT.

O grupo de animais que recebeu uma racado basal acrescida de

probiético teve influéncia significativa (P<0,01) nos valores menores dos parametros

AST, ALT, AKP e GGT, quando comparados com os resultados do grupo controle.

Funcbes do coracdo e figado foram também avaliados por Islam et al. (2004) e

Mustari e Ahmad (2011) e obtiveram resultados semelhantes em relacdo aos

parametros AST e ALT, em ratos suplementados com probiotico. Segundo eles o
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parametro bioquimico AST este amplamente distribuido em varios érgaos, tais como
0 coracdo e musculos esqueléticos, bem como o figado, enquanto o ALT existe
principalmente no figado. ALT, AST e albumina sdo geralmente utilizados como
marcadores de dano hepatico (RAZA et al., 2002; HAYES, 2007).

Segundo Abd EI-Ghany et al. (2012), a inclusdo na racdo de ratos de
bebidas lacticas contendo lactobacilos e estreptococos mostraram diferentes efeitos
sobre a lesdo hepatocelular indicada pela liberacdo de enzimas hepaticas e a
diminuicdo do dano hepatocelular foi indicada pela diminuicdo da liberacdo do
parametro bioquimico ALT. Segundo Diya et al. (2001), isto pode ser devido, em
parte, através da reducdo da translocacéo bacteriana e por efeitos estimuladores da
mucosa intestinal, sendo a alteracdo da microflora intestinal que influencia a barreira
intestinal. O probidtico nesse estudo, quando incorporado junto ao dicromato de
potassio em doses crescentes fez com os parametros AST, ALT, AKP e GGT
tivessem um aumento menor e significativo (P<0,01) em relacdo aos grupos que
tiveram a incorporacdo de doses crescentes somente de dicromato de potassio,
indicando que o probidtico preservou as suas fungdes hepéticas.

O aumento dos niveis de creatinina e uréia nesse estudo & devido a
bem conhecida nefrotoxicidade do cromio hexavalente e também foi detectada por
outros autores: Wuet al (2001), Pedraza-Chaverri et al. (2005), Fatima et al. (2005),
Fatima e Mahmood (2007), Lin et al (2009), Soudani et al (2010) e Vihol et al. (2012)
em ratos e Verschoor et al., (1988) em trabalhadores de galvanizagédo. Segundo eles

esses parametros aumentam de maneira secundaria na doencga renal.
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Figura 3. Alteracbes dependentes da dose de dicromato de potassio (0, 12, 24 e 36
mg.kg?) no perfil renal e glicémico, apés suplementacdo sem (o--o) ou com
probidtico (+--+), em ratos machos. Parametros séricos: A - Uréia; B - Creatinina; C -
Glicose; D — Globulina; E — Albumina; F — Proteina total.

Ranganathan et al.

(2009; 2010) e Mustari

et al.

(2011) néo

encontraram diferenca significativa no parametro creatinina entre o grupo controle e
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probiotico, porém nesse estudo foi significativa essa diferenca (P<0,01), o que
corrobora com os resultados de Mccain et al. (2011).

Os grupos de animais que tiveram incorporado o probidtico na racao
tiveram um aumento significativamente menor (P<0,01) nos parametros sanguineos
creatinina e uréia em relacdo aos grupos que foram alimentados com racoes
contendo somente doses crescentes de dicromato de potassio, 0 que corrobora com
os resultados obtidos por Mccain et al. (2011). Esses resultados, segundo Palmquist
(2006), podem ser explicados, pois 0 probibtico faz com que a creatinina e a uréia
passem da corrente sanguinea para o trato gastrointestinal, com base numa
diferenca do gradiente de concentracdo, ajudando a diminuir a concentracdo da
creatinina e uréia do sangue e segundo Ranganathan et al. (2006; 2009; 2010), para
gque se possa ter resultado na diminuicdo desses parametros, 0s animais devem ser
tratados por um periodo maior do que dois meses, 0 que ocorreu nesse estudo.
Ainda segundo eles, estudos preliminares sobre os efeitos da suplementacéo de
probidtico em doenga renal em humanos tém mostrado resultados bastante
promissores.

Nesse estudo os resultados de proteina sérica total e albumina tiveram
também uma reducéo significativa (P<0,01) com a inclusdo em doses crescentes de
dicromato de potassio na ra¢do, o que também foi observado por Glaser et al. (1990)
e Pedraza-Chaverri et al. (2005). A reducdo da proteina sérica total e albumina de
soro, induzido por tratamento com dicromato pode ser devido a varios fatores, como
anormalidades na funcéo hepatica e renal (VIHOL et al., 2012).

A inclusdo do probidtico nas racbes fez com que os resultados dos
parametros séricos da proteina total e globulina apresentassem uma reducéo

significativa (P<0,01) em relagéo aos grupos de animais que receberam somente o
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dicromato de potassio em doses crescentes, indicando a capacidade do probidtico
de reduzir a toxicidade induzida pelo Cr*®, talvez devido as atividades antioxidante,
descrita por Singh et al., (2007), captadora de radicais livres, descrita por VIBHA,
(2004) e na melhoria da imunidade através da atividade de desintoxicacdo das
bactérias probidticas (BORCHERS et al., 2009).

Os grupos de animais na qual foi adicionada doses crescentes de
dicromato de potassio teve um aumento significativo (P<0,01) nos niveis de glicose
no soro sanguineo, o que também foi observado em ratos por Kim e Na (1991) e
Gupta et al. (2009). O dicromato de potassio, como fonte de cromio para os animais
nesse experimento, desempenha um papel importante no metabolismo da glicose e
do colesterol e € essencial para o homem e animais, pois promove a acdo da
insulina nos tecidos do corpo, para que o0 corpo possa utilizar os agucares, proteinas
e gorduras, além disso, a microflora intestinal tem um papel significativo a
desempenhar na desintoxicacdo e eliminagdo dos metais prejudiciais do corpo
(UPRETI et al., 2004), o que pode explicar a acdo do probidtico que fez com que o0s
niveis de glicose no sangue fossem significativamente inferiores (P<0,01), mesmo
nos grupos que foi adicionado somente o dicromato de potassio.

O dicromato de potassio induziu um aumento significativo (P<0,01) e
dose dependente nos parametros bioguimicos LDL, TG e colesterol, bem como
diminuicdo do nivel HDL e segundo Kantola et al. (1998), Kojima et al. (2004) e
Gupta et al. (2008) esses resultados podem ser devido a alteracdes na expressao de
genes de algumas enzimas hepéticas, como inibidores da HMG-CoA redutase
(hidroxi-metil-glutaril-CoA), o qual por sua vez comprime a expressdo do gene do
receptor de LDL. Além disso, o nivel de colesterol elevado no soro pode ser devido a

uma disfuncéo hepatica.
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Figura 4. Alteracdes dependentes da dose de dicromato de potassio (0, 12, 24 e 36
mg.kg™) no perfil lipidico, ap6s suplementacdo com probiético em dosagens 0%
(o--o) ou 0,2% (~-+), em ratos machos. Parametros séricos: A - Colesterol; B -

Triglicérides; C - HDL; D - LDL.

A suplementagdo do probidtico induziu uma diminuicdo significativa

(P<0,01) e linear no soro dos parametros bioquimicos LDL, TG e colesterol, bem
como diminui¢do do nivel no soro de HDL, estando de acordo com Mustari e Ahmad
(2011) em ratos e Guyton (1971) em seres humanos. Outros autores diferem dos
resultados obtidos nesse experimento e Esses diferem dos resultados apresentados
por, que afirmou que triglicerideos, HDL e LDL e colesterol ndo foram diferentes

entre o grupo controle e tratado com probiético (JOY, 1997; KWON et al., 2002).
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CONCLUSAO

A ingestdo oral por 90 dias de doses crescentes de dicromato de
potassio produziu sinais clinicos de toxicidade, assim como diminuicdo do
desempenho e alteracdo dos perfis lipidicos, glicémico e hepéatico. A inclusdo do
probiotico na microflora reduziu os efeitos nos parametros estudos, indicando que
ele pode ser utilizado para desintoxicar e ou impedir a acdo desse mineral, porém,
outros estudos deverdo ser realizados para determinar 0s microorganismos mais
apropriados para minimizar e ou impedir a acdo desses poluentes nos homens e

animais.

COMITE DE ETICA E BIOSSEGURANCA

O presente estudo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE), segundo protocolo de

aprovacdo n? 785/2011.
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