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RESUMO

EFEITO NEFROPROTETOR DA ACAO DE PROBIOTIQOS EM RATOS
INTOXICADOS POR DICROMATO DE POTASSIO

Objetivou-se avaliar o efeito de probiotico na funcdo renal de ratos Wistar
intoxicados por dicromato de potassio (K.Cr,0O-). Utilizou-se 80 ratos Wistar, machos
com 21 a 25 dias, divididos aleatoriamente em dois tratamentos (n=40
ratos/tratamento). No tratamento DK os animais consumiram 0, 12, 24 e 36 mg de
K.Cr,0O7 adicionado na dieta e o tratamento DK+P 0s ratos consumiram 0, 12, 24 e
36 mg de K,Cr,0O7 na dieta com 0,2% de probidtico. Esses animais consumiram suas
respectivas dietas durante 90 dias, foram eutanasiados por exsanguinacdo e
colhidas amostras de sangue para realizacdo de dosagem sérica de creatinina e
uréia e realizou-se nos rins analise histopatologico. A creatinina sérica do tratamento
DK+P foi significativamente (p<0,05) menor em relacéo ao tratamento DK em todas
as doses de dicromato estudadas. A uréia sérica ndo diferiu significativamente
(p>0,05) entre os tratamentos DK e DK+P. Nao houve diferenca significativa
(p>0,05) na concentracdo sérica de creatinina e uréia dos ratos que consumiram 0 e
12 mg de dicromato e probidtico, mas dos demais animais a creatinina e uréia sérica
aumentou significativamente (p<0,05) juntamente com as doses crescentes de
dicromato estudadas em ambos os tratamentos experimentais. Os ratos dos
tratamentos DK e DK+P apresentaram degenerac¢ao hidrépica nos tubulos renais em
todas as doses estudadas de K,Cr,O;. Os ratos do tratamento DK apresentaram
nefrite intersticial. Conclui-se que a suplementacdo com probiético foi benéfica para
a filtracdo glomerular nos ratos intoxicados com baixa dose de dicromato de
potdssio, mas ndo evitou a degeneracdo hidrépica tubular nos ratos Wistar
intoxicados pelo dicromato de potassio.

Palavras-chave: Degeneracdo Hidrépica. Exposicdo Subcronica. Bactérias Lacteas.
Insuficiéncia Renal. Nefrite Intersticial.



ABSTRACT

NEFROPROTECT EFFECT FROM PROBIOTIC ACTION ON INTOXICATED RATS
BY POTASSIUM DICHROMATE

The objective was to evaluate the effect of probiotic on renal function in intoxicated
Wistar rats by potassium dichromate (K,Cr,0O7). We used 80 male Wistar rats, that
were 21 to 25 days old, randomly divided into two treatments (n = 40 rats/treatment).
In the DK treatment the animals consumed 0, 12, 24 and 36 mg of K,Cr,O7 added to
the diet and in the DK+P treatment the rats consumed 0, 12, 24 and 36 mg of
K>Cr,07 in the diet with 0.2% probiotic. Those animals consumed their respective
diets for 90 days, then, they were euthanized by exsanguination and blood samples
were taken to evaluate serum creatinine and urea levels and histopathological
analysis of the kidneys were realized. Serum creatinine levels in the DK+P treatment
was significantly (p<0.05) lower in relation to the DK treatment in all dichromate
doses analyzed. Serum urea levels did not differ significantly (p>0.05) between the
DK and DK+P treatments. There was no significant difference (p>0.05) in serum
creatinine and urea concentrations in the rats that consumed 0 and 12 mg of
dichromate and probiotic, but in the other animals serum creatinine and urea
increased significantly (p<0.05) along with increasing doses of the dichromate in both
experimental treatments. The rats in DK and DK+P treatments showed hydropic
degeneration in renal tubules at all doses of K,Cr,O7. The DK treatment rats showed
interstitial nephritis. It was concluded that supplementation with the probiotic was
beneficial for glomerular filtration in rats intoxicated with low doses of potassium
dichromate, but did not prevent the tubular hydropic degeneration in Wistar rats
intoxicated by potassium dichromate.

Key-words: Hydropic Degeneration. Subchronic Exposure. Lactea Bacteria. Renal
Failure. Interstitial Nephritis.
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1 ARTIGO CIENTIFICO SUBMETIDO A REVISTA PESQUISA VETERINARIA
BRASILEIRA

EFEITO NEFROPROTETOR DA ACAO DE PROBIOTICOS EM RATOS INTOXICADOS
POR DICROMATO DE POTASSIO1

Matheus C.G. Parra?*, Paulo E. Pardo?, Hermann Bremer-Neto? Gisele A. Nai2, Rogério

Giuffrida?, Luis S.L.S. Reis?

ABSTRACT - Matheus C.G. Parra, Paulo E. Pardo, Hermann Bremer-Neto, Gisele A. Nai,
Rogério Giuffrida, Luis S.L.S. Reis. [Nefroprotect effect from probiotic action on
intoxicated rats by potassium dichromate.]. Efeito da associacdo de microrganismos
probiodticos na funcdo renal de ratos Wistar intoxicados por dicromato de potassio.
Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Pé6s-Graduagao Strictu Sensu em Ciéncia
Animal. Universidade do Oeste Paulista - UNOESTE - Campus II. Rodovia Raposo
Tavares, km 572 - Bairro do Limoeiro CEP 19067-175 - Presidente Prudente - SP. *

Autor para correspondéncia: mateus parra@hotmail.com

The objective was to evaluate the effect of probiotic on renal function in intoxicated
Wistar rats by potassium dichromate (K2Cr207). We used 80 male Wistar rats, that were
21 to 25 days old, randomly divided into two treatments (n = 40 rats/treatment). In the
DK treatment the animals consumed 0, 12, 24 and 36 mg of K>Cr;07 added to the diet
and in the DK+P treatment the rats consumed 0, 12, 24 and 36 mg of K2Crz07 in the diet
with 0.2% probiotic. Those animals consumed their respective diets for 90 days, then,
they were euthanized by exsanguination and blood samples were taken to evaluate
serum creatinine and urea levels and histopathological analysis of the kidneys were

realized. Serum creatinine levels in the DK+P treatment was significantly (p<0.05) lower

1 Recebido em .......c.cccvenne

Aceito em .....cccceeiiveernennn
2 P6s-Graduacgao Strictu Sensu em Ciéncia Animal. Universidade do Oeste Paulista - UNOESTE - Campus II.
Rodovia Raposo Tavares, km 572 - Bairro do Limoeiro CEP 19067-175 - Presidente Prudente - SP. * Autor
para correspondéncia: mateus parra@hotmail.com


mailto:mateus_parra@hotmail.com
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in relation to the DK treatment in all dichromate doses analyzed. Serum urea levels did
not differ significantly (p>0.05) between the DK and DK+P treatments. There was no
significant difference (p>0.05) in serum creatinine and urea concentrations in the rats
that consumed 0 and 12 mg of dichromate and probiotic, but in the other animals serum
creatinine and urea increased significantly (p<0.05) along with increasing doses of the
dichromate in both experimental treatments. The rats in DK and DK+P treatments
showed hydropic degeneration in renal tubules at all doses of KCrz07. The DK
treatment rats showed interstitial nephritis. It was concluded that supplementation with
the probiotic was beneficial for glomerular filtration in rats intoxicated with low doses
of potassium dichromate, but did not prevent the tubular hydropic degeneration in

Wistar rats intoxicated by potassium dichromate.

INDEX TERMS: hydropic degeneration, subchronic exposure, lactea bacteria, renal

failure, interstitial nephritis.

RESUMO - Objetivou-se avaliar o efeito de probidtico na fungao renal de ratos Wistar
intoxicados por dicromato de potassio (K2Cr207). Utilizou-se 80 ratos Wistar, machos
com 21 a 25 dias, divididos aleatoriamente em dois tratamentos (n=40
ratos/tratamento). No tratamento DK os animais consumiram 0, 12, 24 e 36 mg de
K2Crz07 adicionado na dieta e o tratamento DK+P os ratos consumiram 0, 12, 24 e 36 mg
de K2Cr207 na dieta com 0,2% de probidtico. Esses animais consumiram suas respectivas
dietas durante 90 dias, foram eutanasiados por exsanguinac¢do e colhidas amostras de
sangue para realizacdo de dosagem sérica de creatinina e uréia e realizou-se nos rins
analise histopatoldgico. A creatinina sérica do tratamento DK+P foi significativamente
(p<0,05) menor em relacdo ao tratamento DK em todas as doses de dicromato
estudadas. A uréia sérica ndo diferiu significativamente (p>0,05) entre os tratamentos
DK e DK+P. Nao houve diferenca significativa (p>0,05) na concentracdo sérica de
creatinina e uréia dos ratos que consumiram 0 e 12 mg de dicromato e probiético, mas
dos demais animais a creatinina e uréia sérica aumentou significativamente (p<0,05)
juntamente com as doses crescentes de dicromato estudadas em ambos os tratamentos

experimentais. Os ratos dos tratamentos DK e DK+P apresentaram degeneracao
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hidrépica nos tdbulos renais em todas as doses estudadas de K>Cr207. Os ratos do
tratamento DK apresentaram nefrite intersticial. Conclui-se que a suplementagdo com
probiotico foi benéfica para a filtragdo glomerular nos ratos intoxicados com baixa dose
de dicromato de potassio, mas ndo evitou a degeneracao hidropica tubular nos ratos

Wistar intoxicados pelo dicromato de potassio.

TERMOS DE INDEXACAO: degeneracdo hidrépica, exposicio subcronica, bactérias

lacteas, insuficiéncia renal, nefrite intersticial.

INTRODUCAO

O cromio (Cr) é um elemento mineral encontrado abundantemente na natureza na
forma trivalente [Cr(III)]. Nesta forma, é considerado um dos elementos essenciais para
os animais e seres humanos estando envolvido no metabolismo de glicose e lipideos
(Underwood & Suttle 2004, Aslam et al. 2013) e também tem sido utilizado na
suplementacao alimentar (Garcia-Nino et al. 2013). Entretanto, quando o crémio esta na
forma hexavalente [Cr(VI)] é considerado um dos maiores poluentes do meio ambiente
(Barcelux 1999, Wu et al. 2012), principalmente nas formas de cromato (CrO-4) ou
dicromato (Cr20%7) (Barcelux 1999), sendo téxico para os seres humanos e animais (Wu

etal. 2012).

O rim é um o6rgdo alvo do dicromato de potdssio que leva a quadros de
nefrotoxicidade (Soudani et al. 2011), principalmente nas células dos tibulos proximais
(Evan & Dali 1974, Barrera et al. 2003) induzindo apoptose e morte das células renais
(Fatima & Mahmood 2007), necrose dos tubulos renais (Barrera et al. 2003) e nefrite

(Sellamuthu et al. 2011).

Mesmo sabendo-se da toxicidade do Cr(VI), este elemento mineral tem sido
amplamente utilizado em processos de fabricacao industrial: processos de galvanizacao,
curtimento de couro, agente anti-corrosivo (Bartyzel & Cukrowska, 2011, Witt et al.
2013), tratamento de madeiras, produ¢do de a¢o e placas, producao de pigmentos

(Blade et al. 2007, Bartyzel & Cukrowska 2011) e na industria téxtil (Witt et al. 2013).
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Frequentemente manipulado pelos trabalhadores dessas fabricas na forma téxica de
dicromato de potassio (K2Cr207), quando em excesso, expoe esses trabalhadores ao risco

de intoxicacao quimica (Bremer Neto et al. 2005, Muniz & Oliveira Filho 2006).

As bactérias do género Lactobacillus sp; Bifidobacterium sp e a levedura
Saccharomyces sp tem sido frequentemente utilizada na alimentag¢do dos seres humanos
e dos animais (Willians 2010, Szajewska 2014) podendo serem classificados como
probioticos o Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO) e a World
Health Organization (2001) definiram os probidticos como sendo "microrganismos
vivos que, quando administrados em quantidades adequadas conferem beneficios a
saude do hospedeiro” para o trato geniturinario (Grin et al. 2013), nos transtornos
gastrointestinais (AlFaleh & Anabrees 2014) na prevencao de alguns transtornos
alérgicos (Enomoto et al. 2014), propriedades anti-carcinogénicas (Saarela et al. 2000) e
nos animais tem sido utilizado como promotor do ganho de peso (Penha et al. 2011),
estimulando a resposta imune humoral (Arenas et al. 2009) e redutor do estresse

(Penha et al. 2011).

Vitetta et al. (2013) e Alatriste et al. (2014) relataram que os pacientes com
insuficiéncia renal cronica e que consumiram probiotico bifidobacterium thermophilum e
lactobacilus acidophilus apresentaram diminuicdo na concentrac¢do de uréia na corrente
circulatéria, que contribuiu para a promoc¢do da sadde por ter contribuido no controle

da toxicidade urémica.

Por meio dos varios efeitos benéficos que os probioticos promoveram na saude dos
pacientes com insuficiéncia renal cronica, os probidticos também podem atuar como
nefroprotetores beneficiando a saide dos pacientes com nefrotoxicidade causada pela
intoxicacdo por dicromato de potassio. No entanto, ainda sdo escassos os trabalhos que

avaliaram estes efeitos.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do probidtico na fung¢do renal de ratos

Wistar apds o consumo de diferentes doses do dicromato de potassio.
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MATERIAL E METODOS

Os procedimentos utilizados neste experimento foram aprovados pelo Comité de
Etica em Uso de Animais da Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE), Presidente

Prudente, Brasil, conforme o protocolo de aprovagdo n° 784.

O periodo experimental foi de 97 dias, sendo que os 7 primeiros dias foi para
adaptacao dos animais a nova dieta e ao manejo, seguido de 90 dias de tratamento com

exposicao subcronica ao dicromato de potassio associado ou ndo ao probidtico.

No experimento foram utilizados 80 ratos albinos da linhagem Wistar, machos jovens,
com 21 a 25 dias pesando entre 30 a 45 gramas. Esses animais foram divididos
aleatoriamente em dois tratamentos distintos, sendo que em cada grupo tinha quatro
tratamentos a seguir: no tratamento DK os animais receberam dieta basal associado com
quatro tratamentos (10 animais/tratamento) contendo 0, 12, 24 e 36 mg de dicromato
de potassio (Aldrich Chemical Company Inc.; Milwaukee, Wisconsin - USA) com niveis
do K2Cr207 com 99,9% de pureza/Kg de racdo e no tratamento DK+P que os ratos
receberam dieta basal, com 0,2% de probiético associado com quatro tratamentos (10
animais/tratamento) contendo 0, 12, 24 e 36 mg de dicromato de potassio (K2Cr207 com

99,9% de pureza)/Kg de ragao.

As dietas e agua foram oferecidas ad libitum para os animais em gaiolas individuais,
sob as mesmas condi¢des de padrado de iluminacao (ciclo claro/escuro de 12/12 horas) e
com temperatura em torno de 23 °C conforme a recomendac¢do de Merusse & Lapichik

(1996).

A dieta utilizada era composta por (niveis de garantia/Kg de rac¢do): 22,0% de
proteina bruta; 2,5% de extrato etéreo; 6,0% de matéria fibrosa; 10% de matéria
mineral; 1,2% de calcio; 0,7% de foésforo; 3.000 mg de metionina; 7.000 UI de vitamina
A; 50 mg de vitamina C; 2.000 Ul de vitamina D3; 15 Ul de vitamina E; 1,0 mg de
vitamina K3; 2,0 mg de vitamina B1; 6,0 mg de vitamina Bz; 3,0 mg de vitamina Bs; 9,0 mg
de vitamina B12; 1,0 mg de 4cido félico; 12,0 mg de acido pantoténico; 0,5 mg de biotina;
500,0 mg de colina; 20,0 mg de niacina; 9,0 mg de cobre; 40,0 mg de ferro; 0,7 mg de

iodo; 90,0 mg de manganés; 0,4 mg de selénio; 50,0 mg de zinco.
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O probidtico utilizado era composto por (cada quilograma) 2.220.000.000 de
Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de Lactobacilus acidophilus, 2.220.000.000 UFC
de Estreptococus faecium, 2.220.000.000 UFC Bifidobacterium thermophilum e
2.220.000.000 UFC Bifidobacterium longum.

As amostras de sangue dos ratos Wistar foram colhidas no final do periodo
experimental. Neste dia os ratos foram anestesiados com tiopental na dose de 30 mg/Kg
de peso vivo, por via intraperitoneal, e logo apds as amostras de sangue de todos os
ratos foram colhidas por puncdo intracardiaca (Paiva et al. 2005) em tubos a vacuo sem
anticoagulante e centrifugadas a 2.500 rpm por 10 minutos. Entdo se obteve as amostras
de soro que foram armazenadas em freezer a -20 °C para posterior determinacao das

concentracoes séricas de creatinina e uréia.

As concentragdes séricas de creatinina dos ratos Wistar foram determinadas pelo
método cinetico sem desproteinizacio, utilizando-se de kits comerciais prontos para uso e as

leituras foram realizadas no analisador Bioplus, modelo Bio 200F.

As concentragoes séricas de uréia dos ratos Wistar foram determinadas pelo método
enzimatico colorimétrico utilizando de kits comerciais prontos para uso e as leituras

foram realizadas no analisador Bioplus, modelo Bio 200F.

Os rins (direito e esquerdo) foram colhidos apds os ratos Wistar terem sido
eutanasiados por exsanguinacdo conforme preconizado por Paiva et al. (2005). Apés a
eutandsia, realizou-se uma incisdo na parede abdominal e colheu-se os rins dos ratos

para andlise histopatologica.

Logo ap0s a colheita, os rins foram fixados em solucdo de formol a 10% durante 24
horas a temperatura ambiente. Apds a fixacao, desidratacdo e diafanizacdo as pecas
foram incluidas em parafina e seccionadas com espessura de 5 ym. Estas pecas foram
coradas com hematoxilina-eosina (HE). A leitura das laminas foi realizada por um

avaliador (GAN) utilizando-se microscopio éptico (NIKON Labophot, Japao).

Os parametros avaliados nos rins foram: congestdao (ausente, leve, moderada e
intensa), intensidade do infiltrado inflamatério (ausente, leve, moderada e intensa),
tubulos renais (sem lesdo, degeneracdo hidrépica, espessamento de membrana e

necrose tubular), glomérulo (sem lesdo, esclerose), vasos (sem lesdo, espessamento de
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membrana e necrose), cilindros (ausente e presente) e neoplasia (ausente, benigna e

maligna).

Para a comparac¢do dos resultados das andlises histopatologicas dos rins entre os
grupos experimentais aplicou-se os testes ndo paramétrico Kruskall-Wallis seguido dos

contrastes de Dunn adotando significancia de 5%.

Para a comparagdo dos resultados das concentragdes séricas de creatinina e uréia
entre os grupos experimentais aplicaram-se os testes ndo paramétrico de Levene
seguido de ANOVA com contrastes de Tukey ou Games-Howell adotando significancia de

5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O rato tem sido utilizado como modelo experimental para avaliagdo dos efeitos da
nutricdo na funcado renal (Giacomelli & Natalli 1999) e as dosagens séricas de ureia e
creatinina foram utilizada em outros experimentos para avaliar a fun¢do renal em ratos
(Sahu et al. 2014) e também em seres humanos (Alatriste et al. 2014). Sendo que a
concentracdo elevada de creatinina e ureia na corrente circulatéria sdo indicativas da
existéncia da insuficiéncia renal em que a filtracdo glomerular estd comprometida

(Silveira 1988, Thrall et al. 2007).

0 Quadro 1 e a Figura 1 mostra que nos rins dos animais do grupo controle dos ratos
dos tratamentos DK e tratamento DK+P ndo apresentaram alteracdes histopatolégicas
ao longo do periodo experimental. Assim, as alteracdes e suas intensidades encontradas
nos rins dos animais que consumiram dicromato de potassio associado ou ndo ao
probiotico foram causadas pelas diferentes doses de dicromato de potassio ingeridas

pelos ratos Wistar.

Durante o periodo experimental ndo houve nenhum caso de morte entre os ratos
Wistar por intoxicacdo pelas diferentes doses de suplementacdées com o dicromato de
potassio. Estes resultados corroboram com os apresentados pela National Toxicology

Program (2007).
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Os ratos tratados com o dicromato de potdssio apresentaram redugdo significativa
(p<0,05) no consumo de agua e no peso corporal no final do periodo experimental e
aumento significativo na concentracao sérica de creatinina. Fato que é indicativo que as
doses utilizadas de dicromato de potassio foram eficientes para causar a nefrotoxicidade
devido a intoxicacdo pelo dicromato de potassio. Semelhantemente, Khan et al. (2010)
também relataram que os ratos que foram tratados com 15 mg dicromato de

potassio/Kg de peso corporal apresentaram insuficiéncia renal 48 horas ap6s a ingestao.

A Figura 1 mostra que a concentracgao sérica de creatinina dos animais do tratamento
DK+P é significativamente menor (p<0,05) do que a dos animais do tratamento DK, na
ordem de 25,4%; 32,9% e 32,4%, respectivamente para os tratamentos 12, 24 e 36 mg
de dicromato de potassio/Kg. Esta reducdo na concentracdo sérica de creatinina que
ocorreu nos animais que consumiram probidtico associado ao dicromato de potassio
(tratamento DK+P), indica que a filtracdo glomerular desses animais teve maior
eficiéncia para eliminar a creatinina do organismo em relagdo a filtracao glomerular dos
animais do tratamento DK por ter ocorrido comprometimento no glomérulo renal. Estes
resultados apontam que a suplementagdo com probidtico foi benéfica para a filtracao
glomerular, provavelmente, por ter atuado como agente protetor ou entdo ter
minimizado os efeitos nefrotoxicos do dicromato de potdssio que ocorreram nos ratos

do tratamento DK.

A concentracdo sérica de uréia e creatinina dos animais do grupo DK+P que
consumiram 12 mg de dicromato de potassio ndo diferiu significativamente (p>0,05)
dos animais que consumiram somente o probioético. Entretanto as concentragdes sérica
de uréia e creatinina dos ratos que consumiram as doses 24 e 36 mg de dicromato de
potadssio apresentaram aumento significativo (p<0,05) em relacdo aos animais que
consumiram somente probidtico. Portanto o probidtico foi benéfico para a filtracdo
glomerular somente nos animais que apresentaram uma leve intoxicacao pelo dicromato

de potassio.

Apesar do mecanismo de agdo dos probiodticos sobre a filtracao glomerular ainda nao
estar totalmente esclarecido (Buret et al. 1999), o restabelecimento da filtracao
glomerular dos ratos que consumiram 12 mg de dicromato de potassio associado ao
probiotico ser semelhante aos animais do grupo controle (Figura 2), foi provavelmente

pela atuacdo dos microrganismos probidticos sobre o epitélio intestinal, na producao de
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muco e outros componentes do lumen intestinal, formando uma barreira sobre a
mucosa intestinal que regulou ou se op0s a permeacdo e/ou a absor¢do (Buret et al.
1999, Resta-Lenert & Barrett 2013) do dicromato de potassio e, assim, resultou na
absorcdo de baixa concentra¢do de dicromato de potassio que consequentemente gerou
pequena nefrotoxicidade nesses animais. Entretanto, ha necessidade de realizar novos
experimentos para se comprovar os mecanismos de acdo dos probiodticos que estao

envolvidos na protecdo da nefrotoxicidade.

Segundo Silveira (1988) a uremia renal esta associada as patologias intrinsecas dos
rins, dentre elas, nos processos degenerativos. Assim, as diferencas, porém nao
significativas (p>0,05) que ocorreu na concentracdo sérica de uréia dos ratos dos
tratamentos DK e DK+P (Figura 2) foi devido a ocorréncia da degeneracdo hidrépica nos

tubulos renais que ocorreram nestes animais (Quadro 1).

As concentracdes séricas de uréia dos ratos dos tratamentos DK+P foram 7,34%j;
7,82% e 6,62% menores do que as concentracdes séricas de uréia dos animais dos
tratamentos DK, respectivamente. Mesmo assim, ndo houve diferenca significativa
(p>0,05) nessas concentracgoes séricas de uréia entre os tratamentos DK e DK+P (Figura
2). Corroborando com esses resultados, Alatriste et al. (2014) relataram que também
observaram reduc¢do de 10% na concentra¢do sérica de uréia em seres humanos com
insuficiéncia renal cronica que foram suplementados com probidtico (Lactobacillus casei

Shirota).

No Quadro 1 observa-se que houve reducdo significativa (p<0,05) na degeneracao
hidropica nos tubulos renais dos ratos que consumiram o 12 mg de dicromato de
potassio associado ao probiodtico (tratamento DK+P). Enquanto que nos demais
tratamentos DK+P e DK, 100% dos ratos apresentaram degeneracao hidrépica nos
tubulos renais. Este fato mostra que o probidtico também nao foi capaz de atenuar os
efeitos deletérios do dicromato de potassio no tecido renal quando ingerido em doses

elevadas.

A degeneracdo ocorreu provavelmente, devido aos reactive oxygen species (ROS) que
sdo produzidos no interior das células durante o metabolismo da transformagdo de

Cr(VI) para Cr(III) nas vias de reagoes Fenton ou Haber-Weiss (Liu & Shi 2001).
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Os ROS que causam danos oxidativos e peroxidacdo dos lipideos nas células e no DNA
provocando danos graves ao organismo (Huang et al. 1999), nos rins pode provocar

degeneracdo hidrépica dos tibulos renais (Aragno et al. 2003).

Os ROS que sao formados durante a transformacao de Cr(VI) para Cr(III) (Liu e Shi,
2001) associado a congestdo renal que leva a estase de sangue com baixa concentracdo
de oxigénio e hipoxia nas células podem justificar as alteracdes histopatoldgicas que
estdo ilustradas na Figura 3B. De acordo com essa figura podem ser observadas as
células aumentadas de volume, nicleo deslocado para a periferia devido ao acimulo de
agua no interior das células, presenca de granulos eosinofilicos, aumento do volume celular,
com alteracdo da proporgéo citoplasma/nucleo e vacuolizacdo citoplasmatica com aumento de
volume, frequéncia e intensidade de acordo com o estagio da lesdo indicando que houve
degeneragdo hidrépica nos tdbulos renais. Estes fatos segundo Soudani et al. (2011)

confirmam a nefrotoxicidade do dicromato de potassio.

Os cilindros hialinos que foram observados nos rins dos ratos dos tratamentos DK e
DK+P (Quadro 1) devem ser resultantes do extravasamento das proteina das células
degeneradas dos tibulos renais que, segundo Thrall et al. (2007) os cilindros hialinos

sao caracteristicos de lesao glomerular, nos processos degenerativos ou necroticos.

A necrose dos tubulos renais que foram observados por Barrera et al. (2003) pelo
K2Cr207, ndo foi observado neste experimento (Quadro 1), provavelmente devido ao
tempo experimental ter sido insuficiente para o dicromato de potassio causar

intoxicacdo grave e necrose tubular nos ratos.

No corte histopatologico do rato do tratamento DK notou-se que houve leve infiltrado
inflamatoério intersticial no parénquima renal (Figura 3C e D) dos ratos do tratamento
DK (Quadro 1) indicando que o dicromato de potassio causou nefrite, fato que corrobora

o trabalho de Sellamuthu et al. (2011).

CONCLUSOES

Os resultados apresentados permitiram concluir que a suplementacdo com os

probiodticos  Lactobacilus  acidophilus, Estreptococus faecium, Bifidobacterium
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thermophilum e Bifidobacterium longum foi benéfico para a filtragdo glomerular nos
ratos intoxicados com baixa dose de dicromato de potdssio, mas ndo evitou a

degeneracdo hidrépica tubular nos ratos Wistar intoxicados pelo dicromato de potassio.
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CAPITULO DE QUADRO

Quadro 1- Frequéncias de vasos sanguineos sem lesdo; congestio leve e
moderada, glomérulo sem lesdo, infiltrado inflamatério intersticial leve,
degeneracao hidrdpica nos tubulos renais, espessamento de membrana, necrose
tubular, cilindros hialinos e neoplasia de ratos Wistar intoxicados por dicromato
de potassio e intoxicados pelo dicromato de potassio e suplementados com

probiodtico

Frequéncia (%)

Tratamento DK! Tratamento DK+P2
Parametros

0 12 24 36 0 12 24 36

mg mg  mg mg mg mg mg mg

Vasos sanguineos  Semlesao 100 100 100 100 100 100 100 100

Congestao Moderado 0 100 100 100 0 100 100 100
Glomérulo Semlesio 0 0 0 0 0 0 0 0
Infiltrado
inflamatério

Leve 0 0 10 0 0 0 0 0
intersticial
(linfécitos)
Degeneracao
hidrépica nos Presente 0* 100 100 100 OF* 10* 100 100

tabulos renais

Espessamento de
Semlesio 100 100 100 100 100 100 100 100

membrana
Necrose tubular Semlesio 100 100 100 100 100 100 100 100
Cilindros hialino Presente 0 20 0 50 0 10 10 20

Neoplasia Ausente 100 100 100 100 100 100 100 100
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1 Tratamento DK representam os grupos de ratos que consumiram 0, 12, 24 e 36 mg de

dicromato de potassio/Kg.

2 Tratamento DK+P representam os lotes de ratos que consumiram 0, 12, 24 e 36 mg de

dicromato de potassio/Kg adicionado com 0,2% de probidtico.

CAPITULO DE FIGURAS

1,40 1
DOLote DK+P MLote DK

1,20 1 *
1,00 A
0,80
0,60 1

0,40 1

0,20 1

Concentracao sérica de creatinina (mg/dL)

0,00 . T .
0 mg 12 mg 24 mg 36 mg

Doses de dicromato de potassio

Fig. 1- Efeito do probidtico na concentracdo sérica de creatinina de ratos Wistar
suplementados com dicromato de potdassio. Tratamento DK representa o grupo de
ratos (N=10) consumiram 0, 12, 24 e 36 mg de dicromato de potassio/Kg.
Tratamento DK+P representa o grupo de ratos (N=10) que consumiram 0, 12, 24 e
36 mg de dicromato de potadssio/Kg de racdo com 0,2% de probiédtico. * - sobre as
barras indicam diferencas significativas (p<0,05) entre as médias das concentragoes
séricas de creatinina os tratamentos experimentais DK e DK+P dentro de cada dose

de dicromato de potassio.
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60,00 1
! OLote DK+P MLote DK

NS

50,00 NS

NS
NS

40,00 A

30,00 A

20,00 1

10,00 A

Concentracao sérica de uréia (mg/dL)

0,00 T T T
0 mg 12 mg 24 mg 36 mg

Dose de dicromato de potassio

Fig. 2- Efeito do probiético na concentracdo sérica de uréia de ratos Wistar
suplementados com dicromato de potassio. Tratamento DK representa o grupo de ratos
consumiram 0, 12, 24 e 36 mg de dicromato de potassio/Kg. Tratamento DK+P
representa o grupo de ratos que consumiram 0, 12, 24 e 36 mg de dicromato de
potassio/Kg de ragdao com 0,2% de probiodtico (Proenzime®). NS - sobre as barras indica
que ndo houve diferenca significativa (P>0,05) entre as médias das concentragoes

plasmaticas de uréia dos tratamentos experimentais DK e DK+P dentro de cada dose de

dicromato de potassio
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Fig. 3- A) Corte histopatologico de rim normal de rato Wistar do grupo controle
(coloracao de hematoxilina-eosina, aumento de 400x). B) Corte histopatolégico de
rim de rato Wistar que consumiram dicromato de potdssio associado racdo com
probidtico (tratamento DK+P) mostrando degenera¢do hidrépica do tabulo renal
(coloracao de hematoxilina-eosina, aumento de 400x). C) Corte histopatoldgico de
rim de rato Wistar que consumiram dicromato de potdssio associado racdo com
0,2% de probiotico (tratamento DK) mostrando discreta inflamag¢do intersticial
(coloracdo de hematoxilina-eosina, aumento de 400x). D) Corte histopatologico de
rim de rato Wistar que consumiram dicromato de potassio associado ra¢do com
0,2% de probiotico (tratamento DK) mostrando discreta inflamag¢do intersticial

(coloracdo de PAS, aumento de 400x).
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Os trabalhos para submissdo devem ser enviados por via eletrdnica, através do e-
mail <jurgen.dobereiner@pvb.com.br>, com os arquivos de texto na versdo mais
recente do Word e formatados de acordo com o modelo de apresentacéo disponivel
no site da revista (www.pvb.com.br). Devem constituir-se de resultados de pesquisa

ainda ndo publicados e n&o considerados para publicacdo em outra revista.

Para abreviar sua tramitacdo e aceitacdo, os trabalhos sempre devem ser
submetidos conforme as normas de apresentacao da revista (www.pvb.com.br) e o
modelo em Word (PDF no site). Os originais submetidos fora das normas de
apresentacao, serdo devolvidos aos autores para a devida adequacao.

Apesar de ndo serem aceitas comunicacdes (Short communications) sob forma
de “Notas Cientificas”, ndo ha limite minimo do numero de péaginas do trabalho
enviado, que deve, porém, conter pormenores suficientes sobre 0s experimentos ou
a metodologia empregada no estudo. Trabalhos sobre Anestesiologia e Cirurgia

serdo recebidos para submissdo somente os da area de Animais Selvagens.

Embora sejam de responsabilidade dos autores as opinides e conceitos emitidos
nos trabalhos, o Conselho Editorial, com a assisténcia da Assessoria Cientifica,
reserva-se o direito de sugerir ou solicitar modificacbes aconselhdveis ou
necessérias. Os trabalhos submetidos séo aceitos através da aprovacao pelos pares

(peer review).

NOTE: Em complementacdo aos recursos para edicdo da revista (impressa e
online) e distribuic&o via correio é cobrada taxa de publicacdo (page charge) no valor
de R$ 250,00 por pagina editorada e impressa, na ocasido do envio da prova final,

ao autor para correspondéncia.

1. Os trabalhos devem ser organizados, sempre que possivel, em Titulo,
ABSTRACT, RESUMO, INTRODU(;AO, MATERIAL E METODOS, RESULTADOS,
DISCUSSAO, CONCLUSOES (ou combinacéo destes dois Gltimos), Agradecimentos
e REFERENCIAS:

a) o Titulo do artigo deve ser conciso e indicar o conteado do trabalho;
pormenores de identificagcdo cientifica devem ser colocados em MATERIAL E
METODOS.
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b) O(s) Autor(es) deve(m) sistematicamente encurtar os nomes, tanto para facilitar
sua identificagcdo cientifica, como para as citacfes bibliograficas. Em muitos casos
isto significa manter o primeiro nome e o Ultimo sobrenome e abreviar os demais

sobrenomes:

Paulo Fernando de Vargas Peixoto escreve Paulo V. Peixoto ou Peixoto P.V.;
Franklin Riet-Correa Amaral escreve Franklin Riet-Correa ou Riet-Correa F.; Silvana
Maria Medeiros de Sousa Silva poderia usar Silvana M.M.S. Silva, inverso Silva
S.M.M.S., ou Silvana M.M. Sousa-Silva, inverso, Sousa-Silva S.M.M., ou mais curto,
Silvana M. Medeiros-Silva, e inverso, Medeiros-Silva S.M.; para facilitar, inclusive, a

moderna indexacdo, recomenda-se que os trabalhos tenham o maximo de 8 autores;

c) o ABSTRACT devera ser apresentado com 0s elementos constituintes do
RESUMO em portugués, podendo ser mais explicativos para estrangeiros. Ambos
devem ser seguidos de “INDEX TERMS” ou “TERMOS DE INDEXACAO”,

respectivamente;

d) o RESUMO deve apresentar, de forma direta e no passado, o que foi feito e
estudado, indicando a metodologia e dando os mais importantes resultados e
conclusdes. Nos trabalhos em inglés, o titulo em portugués deve constar em negrito

e entre colchetes, logo apds a palavra RESUMO,;

e) a INTRODUCAO deve ser breve, com citacéo bibliografica especifica sem que
a mesma assuma importancia principal, e finalizar com a indicagdo do objetivo do

trabalho;

f) em MATERIAL E METODOS devem ser reunidos os dados que permitam a
repeticdo do trabalho por outros pesquisadores. Na experimentacdo com animais,
deve constar a aprovacdo do projeto pela Comissao de Etica local;

g) em RESULTADOS deve ser feita a apresentacéo concisa dos dados obti- dos.
Quadros devem ser preparados sem dados supérfluos, apresentando, sem- pre que
indicado, médias de varias repeticbes. E conveniente, as vezes, expressar dados

complexos por gréaficos (Figuras), ao invés de apresenta-los em Quadros extensos;

h) na DISCUSSAO devem ser discutidos os resultados diante da literatura. N&o
convém mencionar trabalhos em desenvolvimento ou planos futuros, de modo a

evitar uma obrigacédo do autor e da revista de publica-los;
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i) as CONCLUSOES devem basear-se somente nos resultados apresentados no
trabalho;

j) Agradecimentos devem ser sucintos e ndo devem aparecer no texto ou em

notas de rodapé;

k) a Lista de REFERENCIAS, que s6 incluird a bibliografia citada no trabalho e a
que tenha servido como fonte para consulta indireta, devera ser ordenada
alfabeticamente pelo sobrenome do primeiro autor, registrando-se 0os nomes de
todos os autores, em caixa alta e baixa (colocando as referéncias em ordem
cronoldgica quando houver mais de dois autores), o titulo de cada publicacao e,
abreviado ou por extenso (se tiver duvida), o nome da revista ou obra, usando as
instru¢des do “Style Manual for Biological Journals” (American Institute for Biological
Sciences), o “Bibliographic Guide for Editors and Authors” (American Chemical
Society, Washington, DC) e exemplos de fasciculos ja publicados (www.

pvb.com.br).

2. Na elaboracgéo do texto deveréo ser atendidas as seguintes normas:

a) os trabalhos devem ser submetidos seguindo o exemplo de apresentacao de
fasciculos recentes da revista e do modelo constante do site sob “Instru¢cdes aos
Autores” (www.pvb.com.br). A digitalizacdo deve ser na fonte Cambria, corpo 10,
entrelinha simples; a pagina deve ser no formato A4, com 2cm de margens
(superior, inferior, esquerda e direita), o texto deve ser corrido e ndo deve ser
formatado em duas colunas, com as legendas das figuras e os Quadros no final
(logo ap6s as REFERENCIAS). As Figuras (inclusive gréficos) devem ter seus
arquivos fornecidos separados do texto. Quando incluidos no texto do trabalho,
devem ser introduzidos através da ferramenta “Inserir” do Word; pois imagens
copiadas e coladas perdem as informacbes do programa onde foram geradas,

resultando, sempre, em ma qualidade;

b) a redacdo dos trabalhos deve ser concisa, com a linguagem, tanto quanto
possivel, no passado e impessoal; no texto, os sinais de chamada para notas de
rodapé serdo numeros arabicos colocados em sobrescrito apds a palavra ou frase

que motivou a nota. Essa humeragdo serd continua por todo o trabalho; as notas
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serdo lancadas ao pé da pagina em que estiver o respectivo sinal de chamada.
Todos os Quadros e todas as Figuras serdo mencionados no texto. Estas remissfes
serdo feitas pelos respectivos nimeros e, sempre gue possivel, na ordem crescente
destes. ABSTRACT e RESUMO serao escritos corridamente em um so paragrafo e

ndo deverdo conter cita¢des bibliogréficas.

c) no rodapé da primeira pagina devera constar endereco profissional completo de
todos os autores e o e-mail do autor para correspondéncia, bem como e-mails dos
demais autores (para eventualidades e confirmacdo de enderegco para envio do

fasciculo impresso);

d) siglas e abreviacbes dos nomes de instituicbes, ao aparecerem pela primeira
vez no trabalho, serdo colocadas entre parénteses e precedidas do nome por

extenso;

e) citacdes bibliograficas serdo feitas pelo sistema “autor e ano”; trabalhos de até
trés autores serdo citados pelos nomes dos trés, e com mais de trés, pelo nhome do
primeiro, seguido de “et al.”, mais 0 ano; se dois trabalhos nao se distinguirem por
esses elementos, a diferenciacdo sera feita através do acréscimo de letras
minUsculas ao ano, em ambos. Trabalhos ndo consultados na integra pelo(s)
autor(es), devem ser diferenciados, colocando-se no final da respectiva referéncia,
“(Resumo)” ou “(Apud Fulano e o ano.)”; a referéncia do trabalho que serviu de
fonte, sera incluida na lista uma s0 vez. A menc¢do de comunicacdo pessoal e de
dados ndo publicados € feita no texto somente com citacdo de Nome e Ano,
colocando-se na lista das Referéncias dados adicionais, como a Instituicdo de
origem do(s) autor(es). Nas citacbes de trabalhos colocados entre parénteses, nao
se usara virgula entre o nome do autor e 0 ano, nem ponto-e-virgula apés cada ano;
a separacao entre trabalhos, nesse caso, se fard apenas por virgulas, exememplo:
(Christian & Tryphonas 1971, Priester & Haves 1974, Lemos et al. 2004, Krametter-
Froetcher et. al. 2007);

f) a Lista das REFERENCIAS devera ser apresentada isenta do uso de caixa alta,
com os nomes cientificos em italico (grifo), e sempre em conformidade com o padréo
adotado nos ultimos fasciculos da revista, inclusive quanto & ordenagdo de seus

varios elementos.
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3. As Figuras (graficos, desenhos, mapas ou fotografias) originais devem ser
preferencialmente enviadas por via eletrbnica. Quando as fotos forem obtidas
através de cameras digitais (com extensao “jpg”), os arquivos deverdo ser enviados
como obtidos (sem tratamento ou alteracdes). Quando obtidas em papel ou outro
suporte, deverdo ser anexadas ao trabalho, mesmo se escaneadas pelo autor.
Nesse caso, cada Figura serd identificada na margem ou no verso, a traco leve de
lapis, pelo respectivo nimero e o nome do autor; havendo possibilidade de duvida,
deve ser indicada a parte inferior da figura pela palavra “pé”. Os graficos devem ser
produzidos em 2D, com colunas em branco, cinza e preto, sem fundo e sem linhas.
A chave das convencdes adotadas sera incluida preferentemente, na area da
Figura; evitar-se-a 0 uso de titulo ao alto da figura. Fotografias deverdo ser
apresentadas preferentemente em preto e branco, em papel brilhante, ou em
diapositivos (“slides”). Para evitar danos por grampos, desenhos e fotografias

deveréo ser colocados em envelope.

Na versdo online, fotos e graficos poderdo ser publicados em cores; na versao
impressa, somente quando a cor for elemento primordial a impresséo das figuras

podera ser em cores.

4. As legendas explicativas das Figuras conterdo informacdes suficientes para
que estas sejam compreensiveis, (até certo ponto autoexplicativas , com

independéncia do texto) e serdo apresentadas no final do trabalho.

5. Os Quadros deverao ser explicativos por si mesmos e colocados no final do
texto. Cada um tera seu titulo completo e seré caracterizado por dois tracos longos,
um acima e outro abaixo do cabecalho das colunas; entre esses dois tracos podera
haver outros mais curtos, para grupamento de colunas. N&o ha tracos verticais. Os
sinais de chamada seréo alfabéticos, recomecando, se possivel, com “a” em cada
Quadro; as notas serdo langadas logo abaixo do Quadro respectivo, do qual seréo

separadas por um traco curto a esquerda.
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