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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi o de avaliar as alteracdes dependentes da dose de dicromato
de potdssio (0, 12, 24 e 36 mg.kg™) no tecido hepético, apds suplementagio com probidtico em
dosagens 0 ou 0,2%, em 80 ratos machos. A ingestdo oral por 90 dias de doses crescentes de
dicromato de potdssio produziu sinais clinicos de toxicidade frente a analise histopatoldgica
(p<0,05) e atividades séricas enzimaticas (p<0,05), dos marcadores de fun¢do hepdtica. A inclusdo
do probidtico na dieta mitigou os efeitos nos parametros estudados.

Palavras-chave: cromio vi; alimentos funcionais; atividade sérica enzimatica; histopatologia; ratos.

EFFECT OF PROBIOTIC AFTER HEPATIC TOXICITY OF POTASSIUM DICHROMATE IN RATS

ABSTRAT

This work aims to evaluate the alterations, depending on the dose of potassium dichromate (0, 12,
24 and 36 mg.kg-"), in liver tissue after supplementation with probiotic at dosages 0 or 0.2% in 80
male rats. Oral ingestion done for 90 days of increasing amounts of potassium dichromate
produced clinical signs of toxicity compared to histopathological analysis (p<0.05), and seric
enzymatic activities (p<0.05), markers of hepatic function. The inclusion of probiotics to the diet
mitigated the effects on the studied parameters.

Keywords: chromium vi; intoxication; seric enzymatic activity; histopathology; rats.
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INTRODUCAO

O cromio (Cr) é um elemento que
ocorre naturalmente, e em abundancia na
crosta terrestre (WITT et al., 2013), sendo um
dos elementos essenciais que desempenham
papel no metabolismo de glicose e lipideos,
podendo existir em vdrios estados de
valéncia. Na natureza, o cr®  em
pequenas quantidades é considerado um
elemento essencial para a vida humana
(NEILL et al., 2012). J4 o Cr*®, segundo a U. S.
EPA (2003), ndo ocorre naturalmente, sendo
considerado um contaminante, proveniente
de fontes antropogénicas.

O dicromato de potassio (K,Cr,07) é a
forma mais téxicas do crémio (VI)
(FUJIKAWA, 2002; SEDMAN et al., 2006).

Alguns microorganismos Vivos,
definidos como probidticos, mostraram
atividade antioxidante (SINGH et al., 2007) e
captadora de radicais livres (GETOFF, 2007), o
que pode minimizar e/ou impedir o efeito
téxico de contaminantes. As bactérias do
acido latico sdo as principais representantes
dos probidticos em alimentos e produtos

farmacéuticos e dentre essas podemos incluir
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muitas espécies de Lactobacillus,
Bifidobacterium, Streptococcus e ainda
alguma cepas ndo patogénicas da Escherichia
coli (PARDO; REIS, 2008; ALMEIDA et al.,,
2013).

O objetivo desse estudo foi avaliar o
efeito de protecdo hepdtica do probidtico em
ratos Wistars, alimentados com rag0les

contendo doses crescentes de dicromato de

potassio.

METODOLOGIA

O presente estudo experimental foi
aprovado pela Comissdo de Etica em Uso de
Animais da Universidade do Oeste Paulista,
segundo protocolo de aprovacao
n2784/2012.

Foram utilizados 80 ratos, machos
jovens. Sendo mantidos em gaiolas
individuais, sob as mesmas condi¢des de
padrdo de iluminacdo. Onde o experimento

teve duracdo de 97 dias, sendo 7 dias para

adaptag¢do ao manejo.
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Tabela 1. Representacdo das dietas ofertadas aos diferentes grupos durante o experimento.

Grupos N2 de animais Cromio Probidtico Caracteristica
Gl 10 Ausente Ausente Controle
G2 10 12K2r2rgz. gg71 Ausente Agressdo
G3 10 Zizrgi.gf'l Ausente Agressdo
G4 10 36K2r2;g,2. (I;’cjl Ausente Agressdo
G5 10 Ausente Prc?éziécf)ico Controle
G6 10 12K2r2;g,2. (I;’cjl Prc?énzié(f)ico Agressdo/Tratamento
G7 10 zizrgrgz'gf-l Prc?éziécf)ico Agressdo/Tratamento
G8 10 36K2r2rgz' (I;'C:Tl Prgl’ozié(f)ico Agressdo/Tratamento

As dietas sdlidas e hidricas foram

fornecidas ad libitum. Apds

o periodo

experimental, os animais foram anestesiados

com Tiopental

(Produtos

Quimicos

Farmacéuticos Ltda. — Sdo Paulo/SP - Brasil),
e amostras de sangue de todos os ratos
foram colhidas por puncdo intracardiaca.
Foram determinados 0s seguintes
marcadores de funcdo hepatica: Aspartato
Aminotransferase (AST), Alanina
Aminotransferase (ALT), Fosfatase Alcalina
(ALP) e Gama Glutamiltransferase (GGT). Os

parametros bioquimicos foram dosados

através do analisador automatizado bioPLUS,

modelo Bio200F. Apds coleta das amostras
de sangue, os animais foram eutanasiados,
por injecdo de 2mg/kg de Tiopental
(Produtos Quimicos Farmacéutico Ltda. — Sao
Paulo/SP - Brasil). Onde foi colhido o figado
para analise histopatolégica. A mesma foi
realizada de forma cega por um avaliador
(GAN) utilizando-se  microscépio  Optico
comum (NIKON Labophot, Japdo) e avaliou-se
0s seguintes parametros, com seus
respectivos escores: Congestdo Tecidual,
Intensidade do Infiltrado Inflamatério,

Necrose, Colestase; Esteatose Microvesicular
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e Macrovesicular, Células de Kupffer e
Neoplasia.

As comparacles estatisticas para a
analise histopatoldgica foram realizadas pelo
teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis,
seguido dos contrastes de Dunn para
comparacdo entre  grupos adotando
significancia de p<0,05. J& as comparagdes
estatisticas das atividades séricas enzimaticas

foram realizadas pelo teste ndo paramétrico

de Levene seguido de ANOVA com contrastes

= = ™~
1= w =1
[=1 = [=1

Atividade sérica enzimatica
w
o
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de Tukey ou Games-Howell adotando

significancia de p<0,05.

RESULTADOS

Os resultados das analises das
atividades séricas enzimaticas de fungdo
hepdtica (AST, ALT, FA e GGT) estdo
apresentados nas Figuras 1 a 4, enquanto a
analise histopatoldgica tem sua

representagao expressa na Figura 5.
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Figura 1. Atividade sérica AST nas diferentes doses. Diferentes sobrescritos diferem

significativamente.

Alanina Aminotransferase - ALT (TGP)
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Figura 2. Atividade sérica ALT nas diferentes doses. Diferentes sobrescritos diferem

significativamente.
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Fosfatase Alcalina - FA (ALP)
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Figura 3. Atividade sérica ALP nas diferentes doses. Diferentes sobrescritos diferem
significativamente.
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Figura 4. Atividade sérica GGT nas diferentes dietas. Diferentes sobrescritos diferem
significativamente.

Figura 5. Fotomicroscopia do figado. A — Figado normal, sem aumento de células de Kupffer —
animal do grupo G1 (Hematoxilina-eosina, aumento de 100x). B — Foco inflamatdrio (seta) e
auséncia de aumento de células de Kipffer — animal do grupo G2 (Hematoxilina-eosina, aumento
de 400x). C — Esteatose microvesicular difusa e aumento de células de Kiipffer — animal do grupo
G3 (Hematoxilina-eosina, aumento de 400x). D — Foco de necrose hepatocitica (circulo), esteatose
microvesicular e auséncia de aumento de células de Kipffer — animal do grupo G4 (Hematoxilina-
eosina, aumento de 400x).
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DISCUSSAO

Durante 90 dias de experimento nao
houve nenhum caso de morte entre os
animais.

Dois animais do grupo (G3) na qual foi
adicionado 24 mg.kg'1 de dicromato de
potassio, sem adicdo de probidtico e quatro
no grupo (G4), na qual foi adicionado 36
mg.kg'1 apresentaram sintomas de apatia,
letargia e diarreia, corroborando com os
relatos em ratos por Priti et al. (2012), em
seres humanos por Zhang e Li (1987) e em
coelhos por Tyl et al. (1991), apds 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.

Os grupos que receberam doses
crescentes de Cr*® incorporado a 0,2% de
probidtico Proenzime®, ndo apresentaram
sintomas de embotamento, apatia, letargia e
ou diarreia, indicando que esse produto
diminuiu a absorcdo do Cr (K,Cr,0;) e
protegeu a mucosa gastrointestinal dos
efeitos corrosivos e irritantes do cromio.

Os resultados das analises das
atividades séricas enzimaticas de funcao
hepatica (AST, ALT, FA e GGT) estdo
apresentados nas Figuras 1 a 4, enquanto a
analise histopatoldgica tem sua

representacao expressa na Figura 5.
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Segundo Brochers et al. (2009), o
papel das bactérias probidticas na melhora
da imunidade, pode ser explicada por meio
da atividade de desintoxicagdo desses
microorganismos, pois agora existe
evidéncias substanciais de que podem
proporcionar beneficios modulando as
fungdes imunoldgica, antipatogénica e anti-
inflamatoria (ADOLFSSON et al.,, 2004),
possivelmente influenciando as fungdes
metabdlica, imunoldgica e protetora do célon
(ROBERFROID et al., 1995).

No presente estudo, quando os
animais receberam dietas com racao
incorporada a doses crescentes de dicromato
de potdssio, ocorreu um aumento
significativo (p<0,05) nos valores de AST, ALT,
ALP e GGT conforme as figuras de 1 a 4 em
relagdo ao grupo controle, que recebeu
somente probidtico. Esses resultados
reportam os observados em ratos por
Acharya et al. (2001) para AST e ALT, porém
esse estudo ndo obteve o0s mesmos
resultados quanto ao parametro GGT,
possivelmente pelo menor tempo de
experimento.

Funcbes do coracdo e figado foram
também avaliados por Islam et al. (2004) e
Mustari e Ahmad (2011) e obtiveram
resultados semelhantes ao nossos em relacado
aos parametros AST e ALT, em ratos
suplementados com probidtico. Segundo eles

0 parametro  bioquimico  AST  esta
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amplamente distribuido em varios orgdos,
tais como o coragdao e musculos esqueléticos,
bem como no figado, enquanto o ALT existe
principalmente no figado. A ALT e AST sdo
geralmente utilizados como marcadores de
dano hepatico (RAZA et al.,, 2002; HAYES,
2007).

Na analise histopatoldgica, em relagao
ao infiltrado inflamatério, ndo foram
observadas diferencas significativas entre os
grupos (p>0,05) (Figura 5B), assim como para
necrose hepatocelular (p>0,05) (Figuras 5D).
Estes resultados ndao corroboram com o
estudo de Soudani (2010), que obteve
resultados significativos (p<0,05) para esses
parametros, fato possivelmente explicado
pela maior dosagem de dicromato de
potassio utilizada em seu trabalho.

Com relagdo a congestao tecidual,
houve um aumento significativo (p<0,05)
para os grupos que tiveram dieta acrescida
de dicromato de potdssio em doses
crescentes (12, 24 e 36 mg.kg') fato que
corrobora o estudo de Balakrishnan (2013).
Porém, quando ocorreu a adicdo de 0,2% de
probidtico na dieta acrescida de doses
crescentes de dicromato de potassio (12, 24
e 36 mgkg!) os resultados n3o foram
compativeis, existindo um  aumento
significativo no grau de congestdo de leve
para moderada, fato possivelmente explicado
atividade de

por uma maior

biotransformacgao hepatica.
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Em relacdo a esteatose hepatica os
resultados foram significativos (p<0,05),
existindo um aumento no grau de esteatose
dos grupos com dietas crescentes de
dicromato de potassio (12, 24 e 36 mg.kg™?) e
para os grupos com dieta crescente de
dicromato de potassio acrescida de 0,2% de
probiéticos (Figuras 5C e 5D). Esses
resultados ndo concordam com o estudo de
Xu et al. (2012), pois em seu estudo a
utilizacao do probidtico diminui
significativamente o grau de esteatose
hepatica, fato que pode ser explicado pela
forma de inducdo a esteatose hepatica, que
no estudo de Xu et al. (2012) foi através de
dieta rica em lipideos. No parametro células
de Kupffer também foram obtidos resultados
significativos (p<0,05) (Figura 5C), sendo
observadas diferengas entre os grupos com
doses crescentes de dicromato de potdssio
(12, 24 e 36 mg.kg?) e doses crescentes de
dicromato de potassio acrescido de 0,2% de
probidtico, sugerindo um aumento as
resposta imune do organismo frente as
agressOes realizadas pelo dicromato de
potassio assim como a estimulacdo produzida
pelos probidticos. Estes resultados
corroboram o estudo de Soriano (2009), que
demonstrou que a utilizacdo de probidticos
realiza a modulacdo da resposta imune do

organismo mediante as alteracdes na flora

intestinal do hospedeiro, aumentando assim
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a capacidade de resposta do organismo
frente as agressoes.

Para o parametro colestase também
nao houve aumento significativo (p>0,05)
entre os grupos estudados, mesmo existindo
aumento significativo (p<0,05) da atividade
sérica enzimatica para GGT, fato
possivelmente explicado pelo periodo de 90
dias de exposicdo ao dicromato de potdssio
realizado em nosso estudo.

Nenhum dos animais expostos ao
dicromato de potdssio apresentaram
neoplasia, fato que ndao corrobora com os
estudos da The Internacional Programme On
Chemical Safety (1976), que relata em seus
estudos que doses acima de 10 mg.kg™
produz efeitos carcinogénicos para animais
experimentais, e os efeitos cronicos da
exposicdo ao cromio ocorrem no figado e nos
rins. Fato possivelmente explicado pelo

tempo de exposicdao ao cromio realizado em

nosso estudo.

CONCLUSAO

A inclusdo do probidtico na dieta
mitigou os efeitos toxicos no figado,
evidenciados  atraves dos  resultados
bioquimicos séricos da funcdo hepatica e
histopatologicos, indicando que ele pode ser
utilizado para desintoxicar e/ou impedir a

acdo desse mineral, porém, outros estudos

devem ser realizados.
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