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palavras-chave

resumo

tris-picolinato de cromio(lll); suplementos alimentares; alteragdes
histoldgicas.

O suplemento nutricional tris-picolinato de crémio(lll) tem estado, nos
Ultimos anos, no centro de varias polémicas quanto aos seus efeitos na
salde publica. A suplementacdo com o tris-picolinato de cromio(lll) tem
sido ativamente promovida devido a sua presumivel habilidade de
reforcar o metabolismo da glicose e dos lipidos. Por conseguinte, a
popularidade aumentou ainda mais uma vez que € visto como um
recurso muito vantajoso para melhorar sintomas associados a doencas
cardiovasculares, a obesidade e, principalmente, a Diabetes mellitus tipo
II. Tendo em conta a ampla utilizagcdo de suplementos nutricionais de
cromio onde a evidéncia cientifica a favor da eficacia e seguranca é
limitada e controversa, o presente trabalho teve como objetivo principal
determinar os efeitos histopatolégicos da suplementacdo de crémio em
niveis crescentes sobre a forma de picolinato de crémio. Foram
utilizados ratinhos machos, com 7 semanas de idade e com um peso
corporal compreendido entre 30 e 40 g, tendo sido divididos em varios
grupos. Em dois dos 4 grupos experimentais o suplemento de [Cr(pic)3]
foi administrado por via subcutanea, na dose de 5mg/Kg e de 10mg/Kg
diariamente durante 7 dias. Nos outros dois grupos experimentais o
suplemento de [Cr(pic)3] foi administrado por via oral, na dose de
25mg/Kg e 50mg/Kg, respetivamente, num periodo de 14 dias. Apds o
sacrificio dos animais, foram removidos e pesados o figado, rim,
testiculo, epididimo, bago e timo, fixados em solucdo de Bouin e
preparados para estudos histolégicos. Nao foram evidenciadas
diferencas significativas no peso dos animais e respetivos 0Orgaos.
Histologicamente, os efeitos do tris-picolinato de crémio(ll) foram mais
evidentes nos grupos injetados com 10mg/Kg de [Cr(pic)3] e 50mg/Kg de
[Cr(pic)3] por via oral. O suplemento de [Cr(pic)3] provocou alteragbes
histolégicas em todos os 6rgdos em estudo. Dada a evidéncia de lesbes
histopatoldgicas sugere-se o desenvolvimento de estudos futuros,
visando o melhor conhecimento dos mecanismos de acdo deste
suplemento.



keywords

abstract

Chromium(IIl)- tris picolinate; nutritional supplements; histological
changes

Nowadays the nutritional supplement chromium(lll) picolinate on public
health has been a matter under polemic focus. The use of supplements
of chromium(lll)picolinate is actively promoted due to their ability to
reinforce the metabolism of glucose and lipids. Owing to the ability for
alleviate symptoms related to several pathologies such as cardiovascular,
obesity and mainly Diabetes Mellitus tipe Il this compound has a relevant
role. However scientific evidence of its efficacy is limited and
controversial. Then, the main goal of the present study was to evaluate
the histopathological effects of graded supplement of chromium(lll) as
chromium(lll) picolinate. For this purpose, male mice (7 weeks old,
weighing 30 and 40g) were used. Animals were divided in different
groups: 2 groups were experimentally submitted to subcutaneous
injection of 5 mg/Kg and 10 mg/Kg daily, respectively, during seven days.
Other groups were given 25 mg/Kg and 50 mg/kg of the supplement
orally for 14 days. After sacrifice, organs such as liver, kidney, testis,
epididymes, spleen and thymus were removed, fixed in Bouin’s solution
and routinely prepared for histology. No significant differences were
noted within animals and organs weights. Histopathological effects were
evident in all groups and more pronounced changes were observed
within groups administered with 10 mg/Kg of [Cr(pic)s] and 50 mg/Kg de
[Cr(pic)s] . For this reason, further investigations should be carried out
aiming to elucidate the mechanisms underlying this nutritional
supplement.
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ABREVIATURAS

Cr - Cromio

Cr(I) - Cromio(I1)

[Cr(pic)s] - Tris-picolinato de cromio

FTG - Fator de tolerancia a glicose

IARC - Agéncia Internacional para a Investigacdo do Cancro
LMWoCr - Low-molecular-weight chromium-binding substance
NTP - The National Toxicology Program

ROS - Espécies reativas de oxigénio
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1. INTRODUCAO

1.1. INTRODUCAO GERAL

O crémio, tal como alguns outros metais de transi¢do, apresenta um caracter
"duplo™ em termos de quimica bioinorgéanica, pois pode atuar para 0 ser humano como
elemento essencial, como também apresentar-se como agente toxico. Ha4 quem até o
designe como “camaledo bioldgico” (Levina et al., 2006).

A toxicidade do cromio estd associada a sua forma hexavalente, presente na
maioria dos compostos de crémio utilizados industrialmente (Barceloux, 1999). Deste
modo, desde ha muito tempo que se levantou uma crescente preocupacdo devido a
exposicdo ocupacional a compostos deste tipo, visto que o Cr(VI) esta estabelecido
como espécie carcinogénica e mutagénica (Cood et al., 2003). Os compostos de Cr(V1)
foram classificados em 1987, e posteriormente em 1990, pela IARC, a Agéncia
Internacional para a Investigacdo do Cancro da Organizacdo Mundial de Saude, como
substancias cancerigenas do Grupo I, isto é, do grupo de maior perigosidade para a
salde humana, enquanto que o crémio elementar e a sua forma trivalente foram
considerados ndo classificdveis quanto ao seu potencial carcinogéneo para 0s humanos
— Grupo 3 (IARC, 2012). Contudo, o crémio continua a ser um dos metais mais
utilizados na indudstria e estd constantemente presente na nossa vida diaria. Parece,
assim, impossivel, num futuro préximo, eliminar completamente a exposi¢do ambiental
e ocupacional a este metal e aos seus compostos.

Para além da importante utiliza¢do industrial de cromio, no estado de oxidacao +
6 na sua forma trivalente, que é o estado de oxidacdo mais estavel, é utilizado em
suplementos nutricionais, uma vez que é considerado um elemento essencial, embora
em quantidades vestigiais usa-se sob a forma de compostos como por exemplo o cloreto
de cromio(lll) mas, sobretudo como tris-picolinato de Cr(lll), considerando o
suplemento nutricional com compostos de elementos metalicos mais vendido a seguir
ao calcio (Vicent, 2010; Althuis et al., 2002).

O Cr(111) foi proposto, ha mais de 50 anos, como elemento essencial sendo, por
isso, considerado por muitos nutricionistas como um micronutriente essencial para os
seres humanos (Vicent, 2010). O interesse na essencialidade do Cr(l1l) tornou-se mais

evidente em pacientes que apresentavam intolerancia a glicose e nos quais, apos a
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suplementacdo em Cr(l11), se verificava uma melhoria no nivel glicémico (Cefalu & Hu,
2004). Assim, o Cr(lll) foi proposto como um nutriente essencial envolvido na
regulacdo do metabolismo de hidratos de carbono e lipidos, com um papel importante
no reforgco da accdo da insulina (Levina et al., 2006; Pattar et al., 2006), o que tornou
muito popular o uso do tris-picolinato de cromio(lll), sobretudo em termos de medicina
alternativa e complementar, associado ao alivio de sintomas da Diabetes Mellitus tipo Il
e a doencgas cardiovasculares (Kottwitz et al., 2009; Levina et al., 2006; Press et al.,
1990).

A Diabetes Mellitus tipo Il é uma doenca crénica caracterizada por um elevado
nivel glicémico, pela resisténcia a insulina e por uma elevada producdo de espécies
reativas de oxigenio (ROS), que podem levar a complicacdes cardiovasculares, renais,
oculares e na gravidez (Refaie et al., 2009).

As doengas cardiovasculares, por sua vez, estdo associadas essencialmente a
hipercolesterolemia que resulta de vérios fatores, tais como o consumo de alimentos
ricos em colesterol ou a deficiéncia de certos nutrientes, nos quais pode estar incluido o
cromio (Levina et al., 2006; Pattar et al., 2006; Press et al., 1990). Desta forma,
determinou-se que a deficiéncia em crémio, na forma de Cr(lll), nos humanos e em
outros mamiferos, pode resultar em sintomas associados a estas patologias (Refaie et
al., 2009; Levina et al., 2006; Cefalu & Hu, 2004; Press et al., 1990).

Entretanto, as evidéncias em torno da essencialidade do Cr(lll) tém sido
problematicas (Santos, 1995; Stearns et al., 1995). A essencialidade do Cr(lll) nos
pacientes recebendo nutricdo parenteral total é atualmente ambigua e ndo foram
detetadas manifestacBes clinicas da sua deficiéncia no publico em geral (individuos
saudaveis) que possam explicar totalmente a sua essencialidade (Vicent, 2010)

Além disso, o uso tris-picolinato de crémio(lll) tem sido também muito
questionado devido a incertezas em torno dos seus beneficios para pessoas saudaveis e
para pacientes diabéticos tipo Il, especialmente pela crescente preocupacdo de este
composto poder atuar como agente toxico para as células, causando, por exemplo,
mutacgdes (Press et al., 1990), aberragcdes nos cromossomas e danos no ADN (IARC,
2012; Stearns et al., 1995). Desta forma a utilizagdo de tris-picolinato de cromio(lll)
como suplemento nutricional esta em franco debate e é um foco de investigagdo
pertinente e atual (Althuis et al., 2002).
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1.2. CROMIO: CRONOLOGIA HISTORICA E POSICIONAMENTO NA

TABELA PERIODICA

A descoberta do cromio esta associada as minas Beresof da Sibéria, de onde se
extraia ouro, cobre, prata e chumbo desde 1752. Os mineiros estavam familiarizados
com um mineral vermelho que, em pequenas quantidades, acompanhava o minério de
chumbo. Johann Gottlob Lehmann investigou este mineral, conhecido como crocoite e,
em 1766, descobriu que originava uma solucao verde-esmeralda quando dissolvido em
acido muriatico (&cido cloridrico). Lehmann morreu no ano seguinte, quando um
destilador contendo arsénio rebentou devido a sobre-aquecimento, mas em 1797 o
quimico francés Nicolas Louis Vauquelin observou a beleza, raridade e aspeto
semelhante ao ouro deste mineral e, com base em varias analises quimicas
contraditérias, empenhou-se na determinacdo da composicdo correta da crocoite
(Santos, 1995). Aqueceu crocoite pulverizada (PbCrO4) com duas partes de cinzas
alcalinas obtendo-se uma solucdo amarela. Esta solucdo formava um precipitado
vermelho com um sal de mercirio e um precipitado amarelo com o chumbo e
adicionando cloreto de estanho, aquela solugdo tornava-se verde. Em 1798 o mesmo
quimico precipitou chumbo com &cido cloridrico, secou o sélido verde e, depois,
“cozinhou-0” durante meia hora num cadinho em brasa. Sob arrefecimento, formaram-
se agulhas metalicas cinzentas, pesando um terco do peso original. Devido a grande
variedade de cores dos seus compostos, deu a este novo elemento o nome de crémio,
que provém da palavra grega “chroma” (x o o u «) (Santos, 1995).

O cromio (Cr) € o 24° elemento da Tabela Periddica, localizando-se no Grupo 6
e no Periodo 4, isto é, na 12 série dos metais de transicdo, com namero atébmico 24 e
massa atémica de 51.996 g/mol. Este elemento forma inimeros compostos de
coordenacdo (complexos), facilmente isolaveis, devido, essencialmente, a sua cinética
lenta de decomposicdo em solucdo. Conhecem-se milhares compostos deste tipo, com
0s mais variados ligandos, entre os quais ligandos “bioldgicos”, como 0S aminoacidos,

0s peptideos e mesmo proteinas (Santos, 1995).
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1.3. O CROMIO COMO NUTRIENTE

As fontes alimentares de Cr(l1l) incluem levedura de cerveja, vinhos, ostras,
figado e batata, seguindo-se produtos como cereais nao refinados (produtos integrais),
gérmen de trigo, gema de ovo, queijo, café, cenoura, espinafres, broculos, nozes, feijao
verde, carne e marisco (Insel et al., 2007). Os lacticinios e a maior parte dos frutos e
legumes possuem teores muito varidveis, embora baixos, de cromio. Esta é a
caracteristica de todas estas fontes de crémio: quantidades pequenas e muito variaveis
do referido elemento. A quantidade de cromio nos alimentos varia também com a
quantidade deste elemento presente nos solos (Afonso, 1998).

O Cr(ll) estd amplamente distribuido nos solos, ar, agua e alimentos. Para
suplementacdo existem diversas formulacdes na forma de complexos com diferentes
ligandos. Nos alimentos, existem sais catiénicos de Cr(lll), na levedura de cerveja, 0
Cr(111) apresenta-se ligado a aminoacidos. Se noutros alimentos isso também acontece,
é desconhecido (Gallagher, 2008).

O Cr(l11), além de existir em pequenas quantidades nos alimentos, é absorvido
numa percentagem que varia de 0,5% a 2% para ingestdes de 10 e 40 pg/dia,
respetivamente. A quantidade nao absorvida é excretada (Afonso, 1998).

O modo de absor¢cdo do Cr(lll) ndo € ainda claro, mas assume-se que ocorre
essencialmente no jejuno, por difusdo simples ou transporte ativo. Os valores
plasméticos normais rondam 0,1-2,1 ug/ml. Aqui, o Cr(I1I) é transportado isoladamente,
ligado & transferrina, ou através de outros transportadores. O seu transporte para as
células € dependente da insulina, uma vez que esta interfere no metabolismo do crémio:
aumento das concentragdes desta tem como consequéncia a diminui¢do da quantidade
de crémio plasmatico e aumento do urinédrio. A transferrina tem capacidade para
transportar cromio, uma vez que fica apenas com 30% da sua capacidade preenchida
quando transporta o ferro. Havendo uma saturacdo desta metaloproteina, a aloumina é
também capaz de efetuar o transporte, assim como algumas o e [ globulinas e
lipoproteinas. Uma vez absorvido, o cromio distribui-se entdo pelo plasma, glébulos
vermelhos, rins, figado, baco, medula dssea e pulmdes. A sua excrecdo da-se
maioritariamente pela urina (95% da quantidade excretada) e em pequenas quantidades
pelo cabelo, suor, bilis e leite materno (Gallagher, 2008).
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Uma alimentacdo rica em alimentos refinados, além de pobre em cromio,
potencia uma maior excrecao urinéria (entre 10 a 300% superior) e dificulta a absor¢éo
deste oligoelemento, tal como acontece com uma alimentagdo rica em gorduras
(Afonso, 1998; Gallagher, 2008).

1.4. TOXICIDADE DO CROMIO

A toxicologia do cromio estd associada principalmente as espécies de Cr(VI),
classificadas como carcinogénicas (IARC, 2012; Barceloux, 1999) . A incidéncia de
cancro devida a estas espécies em diferentes 6rgdos, para além do pulméo, tem sido
relatada em numerosos estudos epidemioldgicos (Levina et al., 2006), mas os resultados
ndo tém sido muito conclusivos, sobretudo no que se refere aos teores de crémio
toxicos.

A primeira evidéncia da toxicidade do Cr(VI) foi um relatado no século X1X, em
que foi detetado cancro nasal em trabalhadores expostos a compostos de Cr(VI) na
producdo de pigmentos para tintas (Barceloux, 1999). Os compostos de Cr(VI) para
além de induzirem cancro pulmonar, podem também desencadear irritacdo na mucosa
nasal, espirros, tosse e hemorragia nasal, resultante da inalacdo de altos teores de
Cr(VI). Podem também causar dermatite, asma, perfuracdes do septo nasal e inflamacéo
da laringe e do figado. O risco de cancro associado a exposicdo de compostos de Cr(V1)
continua a ser uma preocupacao corrente, apesar da implementacdo de procedimentos
para reduzir os riscos nos locais de trabalho (Vicent, 2010; Levina et al., 2006;
Medeiros, 2003; Santos, 1995; Medeiros, 2003).

Os compostos de cromio, tanto de Cr(VI) como de Cr(lll), ttm uma grande
aplicacdo comercial e sdo amplamente utilizados em processos industriais,
especialmente na industria quimica e metalUrgica. como por exemplo, na industria de
curtumes, na producdo de aco e de ligas metélicas, na cromagem, no fabrico de
pigmentos e na preservagdo da madeira (Vicent, 2010; Medeiros, 2003 Santos, 1995).

O Cr(VI) atravessa facilmente a membrana celular usando os canais do fosfato e
do sulfato, sendo depois reduzido a Cr(lll) pelos redutores biologicos intracelulares
(cisteina e glutationa, principalmente), produzindo danos no ADN e mutagles e
aberragcbes nos cromossomas (Barceloux, 1999; Vincent, 1999; Santos, 1995). Para
além da contaminacdo industrial e ocupacional, a contaminag¢do ambiental é também um

problema adicional da exposi¢cdo humana ao cromio, que advem de emissées industriais
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e da sua acumulacdo em locais de acesso aos humanos (Santos, 1995; Levina et al.,
2006).

1.5. ESSENCIALIDADE E FUNCOES BIOLOGICAS DOS COMPOSTOS DE
Cr(I11)

A essencialidade do crémio para os mamiferos esta associada a forma trivalente,
que tem (ou parece ter) um papel importante e fundamental no metabolismo dos
hidratos de carbono, lipidos e proteinas. PressupBe-se que melhore a eficiéncia da
insulina de modo a aumentar a toleréncia a glicose e que a sua insuficiéncia esteja
associada a fatores de risco de doengas cardiovasculares ou a diabetes tipo Il (Vincent,
2010; Refaie et al., 2009; Insel et al., 2007; Levina et al., 2006; Barceloux, 1999;
Cefalu & Hu, 2004;Vincent, 1999).

O Cr(lI) foi estabelecido como um micronutriente essencial nos anos 50, por
Mertz e Schwarz, que encontraram na levedura da cerveja um composto de cromio com
ligandos orgénicos, capaz de reduzir o nivel de glicose sanguineo (Levina et al., 2006).
Este composto foi designado por " fator de tolerancia a glicose " (FTG) , pensando-se
ser constituido pelo ido cromio(lll), coordenado com acido nicotinico e alguns
aminoacidos (glicina, cisteina e acido glutamico), tendo efeitos na melhoria da
tolerancia a glicose e ajudando a potenciar a ac¢do da insulina. Devido a incertezas em
relacdo a sua natureza quimica e estrutural, o FTG acabou por ser descartado, pois
foram encontradas amostras ativas que se provou nem sequer possuirem cromio (IARC,
2012; Santos, 1995).

Foi entretanto sugerida uma outra molécula como sendo a forma biologicamente
ativa do cromio, um oligopeptideo conhecido como LMWCr — low-molecular-weight
chromium-binding substance, também designado de cromodulina, em analogia a
proteina calmodulina que se liga a quatro ides de célcio e que estimula a actividade das
cinases e das fosfatases (Vincent, 1999; Porter et al., 1999).

A cromodulina ¢ isolada essencialmente no figado de mamiferos e, em menor
guantidade, nos rins, sendo também encontrada na urina, pois representa uma grande
parte (quantidade) do cromio urinario (Kottwitz et al., 2009). Também, foi proposto que
0 aumento da atividade da tirosina cinase nos recetores de insulina pela cromodulina
aumentasse a fluidez da membrana plasmatica, proporcionando uma maior sensibilidade

a insulina e a regulagdo da circulacdo do transportador da glicose (GLUT4) (Vincent,
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1999). Este, por sua vez, permitiria uma diminui¢cdo do nivel glicémico através do
transporte da glicose para o interior das células. Sugere-se também que o crémio
influencie o metabolismo do colesterol e dos triglicerideos, mas o seu mecanismo de

acao ndo se encontra ainda esclarecido (Pattar et al., 2006; Vincent, 1999).

1.6. SUPLEMENTOS NUTRICIONAIS

Um regime alimentar adequado e variado deve fornecer todos os nutrientes
necessarios ao ser humano, nas quantidades estabelecidas e recomendadas por dados
cientificos, para 0 seu bom desenvolvimento e a sua manutencdo num bom estado de
salde (DL 136/ 2003, 2003). Todavia, tem-se verificado que esta situacdo ideal ndo esta
a ser alcancada em relacdo a todos os nutrientes nem a todos 0s grupos populacionais,
devido designadamente, ao estilo de vida atual. Os consumidores podem, portanto, optar
por completar as quantidades ingeridas de alguns nutrientes através do consumo de
suplementos nutricionais (Santos, 2008). Assim, tem-se verificado a existéncia de um
namero crescente de produtos comercializados como géneros alimenticios, que
constituem uma fonte concentrada de substancias nutrientes, as quais sdo apresentadas
como complemento aos nutrientes ingeridos num regime alimentar normal. Estes
suplementos nutricionais podem conter um leque bastante variado de nutrientes e outros
ingredientes, designadamente vitaminas, minerais, aminoacidos, 4&cidos gordos
essenciais, fibras e extratos de varias plantas e ervas (Santos, 2008).

Em Portugal os suplementos nutricionais encontram-se atualmente sob a tutela
do Gabinete de Planeamento e Politicas do Ministério da Agricultura, organismo

responsavel pelas medidas de politicas relativas a quantidade e seguranca alimentar.
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1.7. A POLEMICA RELACIONADA COM O TRIS-PICOLINATO DE

CROMIO(I)

O tris-picolinato de cromio(lll) é um suplemento nutricional de cromio que foi
pela primeira vez relatado na literatura, em 1917. E um composto muito "popular", em
especial nos Estados Unidos. Tem sido ativamente promovido desde os anos 80, pela
sua "hipotética” relacdo direta com a perda de peso (obesidade) e com o ganho de massa
muscular (Althuis et al., 2002).

O aumento das taxas de obesidade nos Estados Unidos da América (EUA) tem
conduzido a uma maior procura deste tipo de suplementos alimentares e,
consequentemente, também do tris-picolinato de crémio(lll). Nos EUA este composto
estd facilmente disponivel em farmécias, supermercados e lojas de alimentos naturais,
sob diversas formas, incluindo comprimidos, bebidas desportivas, pastilhas elésticas e
barras nutritivas, fornecendo cerca 200-600ug Cr/dia, 0 que excede em 10 a 20 vezes
os valores aceites para a ingestdo da quantidade adequada de cromio (Vincent, 2003). O
maior consumo Vverifica-se nos atletas, com a finalidade de melhorar a composicao
fisica mas também no puablico em geral, uma vez que parece o meio mais facil para a
reducdo e regulacdo do peso (Lukaski et al., 2007; Vincent, 2003).

A suplementacdo com o tris-picolinato de cromio(lll) tem sido também
ativamente promovida devido a sua presumivel habilidade de reforcar os metabolismos
da glicose e dos lipidos. Por conseguinte, a sua popularidade aumentou ainda mais, uma
vez que é visto como um recurso muito vantajoso para melhorar sintomas associados a
doencas cardiovasculares, a obesidade e, principalmente, a Diabetes Mellitus tipo 1l
(Levina et al., 2006; Cefalu & Hu, 2004). O tris-picolinato de créomio(lll) tornou-se
assim alvo das industrias farmacéuticas nos EUA, onde a sua produgdo e venda se
tornaram multimilionarias. Foi estimado que desde 1998 mais de 10 milhdes de pessoas
adquiriram o tris-picolinato de crémio(lll), nomeadamente para reducdo de peso ou para
0 uso terapéutico do tratamento da Diabetes Mellitus tipo Il (Althuis et al., 2002).

Entretanto, a maioria dos efeitos "benéficos” do tris-picolinato de cromio(lll)
tem sido muito questionada, principalmente depois do relato de evidéncias sobre os seus
potenciais efeitos toxicos. A primeira descricdo de toxicidade foi demonstrada num
estudo em 1995, por Stearns e colaboradores (1995), que verificaram danos em
cromossomas de células do ovario de Hamster Chinés. Existe assim uma consideravel

preocupacdo em torno da seguranca do uso do tris-picolinato de cromio(lll), devido ao
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seu amplo consumo principalmente em diabéticos, uma vez que estes ingerem doses
elevadas deste composto (200-1000_pg de Cr/dia), excedendo cerca de 6-40 vezes 0s
valores atualmente aceites (25-35_pg de Cr/dia) para uma adequada ingestao dietética
de cromio (Stearns et al., 1995).

O tris-picolinato de cromio(lll) tem estado, assim, nos Gltimos anos, no centro
de vérias polémicas quanto aos seus efeitos em saude publica, especialmente por trés
fatores: a venda deste suplemento alimentar gera avultadas receitas, estas substancias
sdo relativamente faceis de obter para consumo humano e os estudos que tém sido

realizados indicam incerteza quanto aos beneficios da ingestdo do produto.

1.8. PROPRIEDADES QUIMICAS E FiSICAS DO TRIS-PICOLINATO DE

CROMIO(I)

O tris-picolinato de cromio(lll) resulta da coordenacdo do cromio trivalente
(Cr**) com trés ligandos, bidentados, picolinato (base conjugada do acido picolinico)
(Pattar et al., 2006) (Fig.1).

Figura 1. Estrutura quimica do tris - picolinato de cromio(l11) [Cr(pic)s]. Aboul-Enein et al., 2005

O é&cido picolinico deriva do metabolismo do aminoacido triptofano e forma
complexos estaveis com metais de transicdo, como é o caso do tris-picolinato de
cromio(lll) (Kottwitz et al., 2009). Este é complexo inerte e sollvel em solucéo
aquosa neutra, ou seja, € um composto estavel com “habilidade” de ser absorvido pelos
tecidos (Stearns et al., 1995). No entanto, prop6s-se que seja hidrolisado perto do
estdmago depois de ser ingerido, permitindo a absor¢do do cromio(lll) (Althuis et al.,
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2002). Como descrito anteriormente, o tris-picolinato de crémio(lll) é amplamente
usado devido a sua presumivel capacidade de reforcar o metabolismo da glicose. No
entanto, ha uma crescente evidéncia de sua genotoxicidade e, de modo a avaliar 0s seus
efeitos tdxicos e o seu papel como agente terapéutico, é necessario compreender o seu
metabolismo e 0 mecanismo pelo qual provoca toxicidade (Porter et al., 1999). Alguns
estudos elucidaram a reatividade do tris-picolinato de cromio(lll) em condicbes
biologicamente relevantes, com valores de pH préximos do pH fisiologico, que podem
contribuir para a avaliacdo do seu possivel efeito toxico. Como nos diabéticos tipo Il a
concentracdo de H,O; se encontra normalmente aumentada devido a stress oxidativo
cronico, o consumo prolongado e a ingestdo de doses elevadas de [Cr(pic)s] suscita
sérias preocupacdes quanto a sua toxicidade, uma vez que podera ser produzido Cr(VI)
em guantidades suficientes para gerar genotoxicidade. Deste modo, é provavel que quer
os seus efeitos benéficos (reforco do efeito da insulina) quer os tdxicos do surjam a
partir dos mesmos mecanismos bioquimicos, dependendo da concentracdo relativa das

espécies reativas (Porter et al., 1999).

1.9. OrGAOS EM EsTuDO
1.9.1. FicADO

O figado desempenha inimeras funcdes vitais no organismo. Esta glandula mista
é responsavel pelo metabolismo dos aminoécidos e dos hidratos de carbono, pela
emulsificacdo dos lipidos e pelo armazenamento das vitaminas e do ferro. Exerce
também um papel muito importante na sintese de proteinas plasmaticas, incluindo a
albumina e os fatores de coagulacdo (com excepcdo do factor Ill), assim como na
desintoxicacdo e na excre¢do de substancias endogenas e de xenobidticos (Junqueira &
Carneiro, 2008).

O figado esta localizado na porc¢édo anterior da cavidade abdominal, adjacente ao
diafragma. A sua face diafragmatica é convexa e lisa, enquanto que a sua face visceral é
concava, delimitando o ponto em que o figado esta em contacto com as visceras. A veia
porta e a artéria hepatica penetram no figado através do hilo hepatico. Tanto a artéria
como veia referidas sdo acompanhadas pelos ductos biliares e pelos vasos linfaticos.

Anatomicamente, o figado apresenta dois lobos principais o direito (6 vezes

maior) e o esquerdo, e dois lobos menores. Os tipos celulares presentes no figado
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normal sdo 0s hepatocitos, as células endoteliais, as células de Kupffer, as células
estreladas e as células dos canais biliares (Burkitt et al.,1994).

1.9.2.Rim

O principal 6rgao do sistema urinario € o rim, cujas funcdes principais incluem a
regulacdo do volume, composicdo, pH e pressdo do sangue e que contribui para a
regulagdo do metabolismo através da sintese de hormonas (Junqueira & Carneiro,
2008).

O rim é constituido por uma capsula de tecido conjuntivo denso, uma zona
cortical e uma zona medular. A medular é constituida por 10 a 18 estruturas piramidais-
piramides medulares, cujas bases e lados entram em contacto com a zona cortical. Esta
¢ continua e ocupa o espaco compreendido entre as bases das piramides e a capsula
renal (Junqueira & Carneiro, 2008).

As unidades funcionais do rim sdo os nefronios. Cada nefrénio é constituido
pelo corpusculo renal, tabulo contornado proximal, anca de Henle, tabulo contornado
distal e tubo colector. Cada rim apresenta cerca de um a quatro milhdes de nefrénios
que realizam a osmorregulacdo e excrecdo de Vvarios residuos metabdlicos tdxicos
através dos seguintes processos: filtracdo, reabsorcédo seletiva e secrecdo (Burkitt et al.,
1994). A filtracdo ocorre ao nivel do corpusculo renal, onde as substancias presentes no
sangue e de baixo peso molecular atravessam a parede dos capilares do glomérulo de
Malpighi para o tabulo renal. A medida que o fluido se desloca ao longo do tdibulo renal
muitas substancias Uteis sdo reabsorvidas para a corrente sanguinea, enquanto que
outras (substancias toxicas e em excesso no organismo) sdo segregadas das células dos
tibulos e do sangue para o filtrado (Junqueira & Carneiro, 2008).

1.9.3. TESTICULO

Os testiculos sdo Grgéos secretores e excretores onde ocorre a espermatogénese.
Apresentam forma ovdide e ficam suspensos no escroto por meio dos funiculos
espermaticos. Situam-se nas bolsas escrotais abaixo do pénis, entre as coxas, na parte
anterior do perineo. O testiculo esquerdo situa-se ligeiramente mais abaixo do que o do
lado direito. Podem considerar-se duas faces (face externa e interna), dois bordos
(&ntero-inferior e postero-superior) e duas extremidades (superior e inferior) (Esperanca,
2004).
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A estrutura do testiculo compreende uma tdnica fibrosa que reveste o 6rgdo, a
tlnica albuginea e os tabulos seminiferos. Os tabulos seminiferos organizam-se em
I6bulos espermaticos, em numero variavel de 220 a 230, que se encontram separados

por septos fibrosos de albuginea (Moore & Dallley, 1999).

1.9.4. EPIDIDIMO

O epididimo nos mamiferos adultos é um ducto longo e enovelado revestido por
epitélio pseudo-estratificado colunar com estereocilios, rodeado por fibras musculares
lisas, cujas contraccOes peristalticas permitem o movimento dos espermatozoides ao
longo do ducto (Junqueira & Carneiro, 2008).

No epididimo do ratinho ha trés zonas principais, a cabeca, 0 corpo e a cauda.
Cada uma destas regides, por sua vez, divide-se em segmentos que consistem em
I6bulos de ducto enrolado, rodeado por septos de tecido conjuntivo. O nimero de
segmentos do epididimo varia de acordo com a espécie. No ratinho, o epididimo
apresenta 10 segmentos (Johnston et al., 2005).

A espessura do epitélio e o diametro dos ductos varia consoante a zona do
epididimo. A zona da cabeca apresenta uma maior espessura de epitélio e um menor
limen, contrariamente a zona da cauda, que apresenta uma menor espessura de epitélio,
embora um maior limen. Do mesmo modo, 0 nimero de espermatozoides presentes no
[imen também aumenta do corpo para a cauda. A barreira hemato-epididimal,
constituida pelas juncbes de oclusdo entre as células do epitélio do epididimo
proporciona aos espermatozéides um ambiente privilegiado, no qual estes gametas

permanecem isolados (Turner, 2008).
1.9.5. BAco

O baco apresenta-se como o maior 6rgao linféide secundario, onde ocorre a
maior concentracdo de tecido linfoide, produzindo linfocitos B e T na circulagdo
sanguinea (Fry & McGavin, 2007). A sua estrutura histologica permite um contacto
intimo entre o sangue e as células imunologicamente ativas, representando assim um
importante 6rgdo de defesa contra agentes veiculados no sangue circulante.
Desempenha um importante papel na formacdo de anticorpos (Junqueira & Carneiro,
2008). Possuindo um compartimento linfocitario organizado, o bago constitui 0 mais

importante 0rgéo para resposta imunitaria antibacteriana e antifingica.
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O bacgo assume-se ainda como o principal 6rgdo onde ocorre a destruicdo de eritrocitos
envelhecidos, permitindo a conservagdo do ferro para a sua reutilizagdo na sintese de
hemoglobina. O baco é também considerado um érgdo hematopoiético, participando na
formacéo do sangue, em especial na eritropoiese, granulocitopoiese e trombocitopoiese.
Desempenha uma importante funcdo de reservatério de eritrécitos e plaquetas (para
situacBes em que o aumento da concentracdo destes elementos seja necessaria) tendo
ainda um papel no metabolismo lipidico (Otero et al., 2004).

A polpa vermelha é responsavel pela remocdo dos agentes estranhos e dos
eritrécitos envelhecidos ou alterados (por parasitas, imunocomplexos ou por processos
oxidativos). E ainda responsavel pelo armazenamento de eritrocitos nos espagos
vasculares, assumindo ainda uma funcdo hematopoiética em determinadas
circunstancias. Quanto a funcéo da polpa branca, ela é descrita como sendo responsavel
pelo desenvolvimento da resposta imunitaria, com a producdo de linfocitos B e de
plasmacitos, cujo objetivo € a producdo de anticorpos e de células memoria (Fry &
McGavin, 2007).

1.9.6. TimO

Orgéo linfo-epitelial primario, o timo situa-se no mediastino, atras do esterno e
na altura dos grandes vasos do coracdo. Possui dois lobos, envoltos por uma cépsula de
tecido conjuntivo denso. Esta emite septos que dividem o parénquima em lébulos. Cada
I6bulo é formado por uma zona externa, densamente rica em linfocitos — zona cortical,
que envolve uma zona mais clara, a zona medular. Na medula encontram-se 0s
corpusculos de Hassall, constituidos por células reticulares epiteliais achatadas,
dispostas concentricamente. Estes corpusculos sofrem alteracbes sequenciais quer por
estimulacao antigénica, quer por irradiacdo, caracterizadas por um aumento no tamanho
e numero, auséncia e regeneracdo. As zonas cortical e medular possuem 0s mesmos
tipos celulares, porém em proporcdes diferentes. No entanto, a zona medular pode
apresentar linfécitos B, quer agregados como foliculos linféides, quer isolados (Suster
& Rosai, 1997).

As células mais abundantes no timo sdo os linfocitos T, em diversos estagios de
maturacgdo e as células reticulares epiteliais. Na zona cortical verifica-se a presenca de

macrofagos (Junqueira & Carneiro, 2008).
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As fases de desenvolvimento, diferenciacdo e expansdo clonal dos linfdcitos T
no timo envolvem interagcBes entre os timocitos e as células do estroma timico e
requerem um microambiente Unico, o qual é produzido e controlado pelas células

epiteliais e ndo epiteliais do estroma (Asan, 2002).
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2. OBJETIVOS

Tendo em conta a ampla utilizacdo de suplementos nutricionais de cromio onde
a evidéncia cientifica a favor da sua eficacia e seguranca é limitada e controversa, o
presente trabalho teve como objetivo principal determinar os efeitos histopatologicos da
suplementacdo de cromio(lll) em niveis crescentes, sob a forma de trispicolinato de
cromio(lll) em estudos com ratinhos. Foram selecionados oOrgaos com funcdes
metabolicas e de excrecdo (figado, rim), com funcdes imunitarias (baco e timo) e com

funcdo reprodutora (testiculo e epididimo).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. REAGENTES

O tris-picolinato de cromio(lll) foi sintetizado no Laboratério de Inorgénica do
Departamento de Quimica, por T.M.Santos e caracterizado por compara¢do com dados
da literatura (Nicole et al., 1999). A verificacdo da sua composicdo como complexo
mononuclear foi testada por espectrometria de massa (ESI) e por difracao de raios X de
pos, seguido de estudos de simulagdo tedrica para determinar a estrutura cristalina
correspondente.

3.2. PREPARACAO DE SOLUCOES

Para a realizacdo de estudos in vivo, prepararam-se soluces aquosas de cromio
[Cr(pic)s] em NaCl 0,9%, nas seguintes concentragdes: 5 mg/Kg; 10 mg/Kg; 25 mg/Kg
e 50 mg/Kag.

3.3. ANIMAIS

Foram utilizados ratinhos machos CD1, da estirpe ICR, com cerca de 7 semanas,
com peso corporal entre 30 e 40g, fornecidos pela Harlan (Espanha). Os ratinhos foram
mantidos em gaiolas de policarbonato transparente, numa camara climatizada (22° +
2°C com fotoperiodo luz/escuriddo de 12/12 horas e humidade relativa de 40-60%). Os
animais tiveram acesso a agua e racdo apropriada ad libitum. Ap6s um periodo de
aclimatizacdo de uma semana nestas condi¢cdes os animais foram pesados e divididos
em grupos.

Em todos os procedimentos foram consideradas as Normas FEticas de

Experimentagdo Animal.
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3.4. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram pesados e divididos em 2 grupos controlo e 4 grupos

experimentais, com 4 ratinhos cada. Os grupos experimentais foram os seguintes:

e Grupo I - Controlo negativo

e Grupo Il - Tratamento com [Cr(pic)s] na dose de 5 mg/Kg

e Grupo I - Tratamento com [Cr(pic)z] na dose de 10 mg/Kg
e Grupo IV - Controlo negativo

e Grupo V - Tratamento com [Cr(pic)s] na dose de 25 mg/Kg
e Grupo VI - Tratamento com [Cr(pic)s] na dose de 50 mg/Kg

3.5. TRATAMENTOS

O suplemento de [Cr(pic);] foi injetado por via subcutédnea nos grupos Il e Il
diariamente, num periodo de 7 dias. Nos grupos V e VI foi administrado oralmente o
mesmo suplemento num periodo de 14 dias. O veiculo utilizado na administracdo foi
NaCl 0.9%.

Os animais foram sacrificados, por deslocamento cervical, 24 horas apds o
ultimo tratamento. Apos a dissecacdo dos animais, foram recolhidos e pesados 0s
orgados em estudo (figado, rim, baco, timo, testiculo e epididimo).

Todos os 6rgdos foram lavados com solucdo de NaCl 0.9% e imediatamente
preparados para os estudos histoldgicos. Procedeu-se ainda a recolha de amostras de

sangue em cada caso

3.6. ESTuDOS HISTOLOGICOS

As amostras dos 6rgdos em estudo foram fixadas em Bouin, por um periodo de
24 horas, e desidratadas com concentracOes crescentes de etanol. De seguida, as
amostras foram mergulhadas em benzol. Apds este procedimento, efetuou-se a
impregnacéo e a inclusdo das amostras em 2 tipos de parafina (ponto de fuséo 42-44°C
e 52-58 °C).

Efetuaram-se cortes de 5-7 um de espessura, num micrétomo Leitz, modelo
1512. Estes cortes foram montados em agua albuminada, sobre laminas de vidro, e

levados a estufa a 40°C para secagem, durante dois dias.
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De seguida, procedeu-se a desparafinagdo, re-hidratacdo e coloracdo com hematoxilina
e eosina (H&E). Apds montagem em meio Eukitt, as preparagGes foram mantidas na
estufa a 40° C, durante 2 dias.

Por ultimo, foram observadas num microscopio 6tico Olympus BX41TF com

sistema fotografico acoplado.

3.7. ESFREGACO SANGUINEO

Efetuaram-se esfregagos sanguineos corados, pelo método de Wright que foram
observados ao microscopio otico. este procedimento foi repetido para todos 0s grupos

experimentais.

3.8. ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS OBTIDOS

Os valores do peso dos animais e do peso relativo dos 6rgdos estudados sao

apresentados na forma de média + desvio padréo, nas Tabelas 1 e 2.
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4, RESULTADOS

4.1. COMPORTAMENTO DOS ANIMAIS AO LONGO DA EXPERIENCIA

Durante o decurso das experiéncias a taxa de sobrevivéncia dos animais foi de
100%. Apos a administracdo do suplemento de [Cr(pic)s] quer por via injetavel, quer
oralmente, os animais apresentaram um comportamento e aspeto normal, quando
comparados com o grupo controlo. N&o se notaram quaisquer alteracfes no consumo de

alimento e de agua.

4.2. EFEITO NO PESO CORPORAL E PESO RELATIVO DOS ORGAOS

As Tabelas 1 e 2 apresentam os resultados do peso corporal e do peso relativo
dos 6rgéos dos animais.

Assim no presente estudo observou-se que a administracdo do suplemento de
[Cr(pic)s] nas diferentes doses ndo induziu diminui¢cdo no peso corporal dos ratinhos,
visto que este aumentou em todos os grupos ao longo dos tratamentos efetuados,
excepto nos ratinhos do grupo VI, em gue 0 seu peso se manteve constante ao longo do

tratamento.

Tabela 1 : Peso Corporal dos ratinhos ao longo da experiéncia

36,25 + 1,06

38,40 £ 1,98

36,55 * 6,82 37,47 3,35
35,67 4,38 36,43 +2,31
30,61 = 1.50 33,90 £ 1.00
30,77+ 0,70 32,49 £ 0,57
30,07 3,23 30,74 £ 1,62
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Tabela 2 : Peso relativo dos 6rgdos ao longo da experiéncia

FiGADO RimM TESTICULO EPIDIDIMO BACO TIMO

466+030 086+005 0,34+0,03 0,13+0,01 0,26+0,03 0,15+0,07

4,34+0,21 0,76x0,09 0,32+0,02 0,15+0,04 0,25+0,04  0,17+0,08

4,16+0,18  0,75%0,05 0,30+0,03 0,13+0,02 0,25+0,08  0,12+0,06

485+0,37 084+014 0,36+0,03 0,15+0.01 0,22+0,02 0,18+0,06

4,41+0,47  0,74+0,04 0,36+0,04 0,160,009  0,23+0,04 0,19+0,12

4,47+0,33  0,70+0,09 0,36+0,03 0,16+0,01 0,22+0,06  0,20+0,05

Relativamente ao peso relativo dos 6rgéos em estudo ndo se verificam diferencas

no peso dos 6rgdos entre os animais dos diferentes grupos. (Tabela 2).

4.3. OBSERVACAO MACROSCOPICA DOS ORGAOS

A observacdo macroscopica dos Orgdos dos animais em estudo ndo revelou

alteracOes significativas, quando comparados com os dos grupos controlo. Os 0rgéos

apresentaram caracteristicas morfoldgicas normais, assim como cor normal.

32



4.4, ALTERACOES HISTOLOGICAS

4.4.1. ALTERACOES HISTOLOGICAS NO FIGADO

Os cortes histolégicos do figado dos animais do grupo controlo apresentaram
morfologia normal (Fig. 2A). Na dose de 5 mg/kg de [Cr(pic);] observaram-se algumas
hemorragias e infiltracdo de algumas células de resposta inflamatoria em torno da veia
central, com maior evidéncia na dose de 10 mg/kg [Cr(pic)s]. Na dose de 25 mg/kg de
[Cr(pic)s] observaram-se hemorragias e acumulacdo de ferro. Contudo no grupo exposto
a 50 mg/ kg de [Cr(pic)s] notaram-se multiplas hemorragias. As alteracdes descritas

anteriormente estdo ilustradas na Fig. 3.

Figura 2 : Cortes histoldgicos do figado A) Controlo; B) 5 mg/ kg de [Cr(pic)s]; C) 10 mg/kg de

[Cr(pic)s]; D) 25 mg/Kg [Cr(pic)s] (HE x 400; x 100).
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Figura 3 : Cortes histolégicos do figado E) 25 mg/Kg de [Cr(pic)s] e F) 50 mg/Kg de [Cr(pic)a];
(HE x 400; x 100).

4.4.2. ALTERACOES HISTOLOGICAS NO RIM

Os cortes histolégicos do rim do grupo controlo evidenciaram uma morfologia
normal com clara distin¢do entre a zona cortical e medular (Fig. 4A). Contudo, nos
grupos de animais sujeitos a exposicdo com o suplemento de [Cr(pic)s], quer por via
injetavel quer por via oral observaram-se varias lesdes (Fig.4). Embora para a dose de 5
mg/kg de [Cr(pic)s] ndo se tenham observado alteragdes significativas, no outro grupo
(10 mg/kg de [Cr(pic)s]), constatou-se a presenca de infiltrados de células inflamatorias
proximo dos glomérulos de Malpighi. Nos animais tratados por via oral observou-se
destruicdo da cédpsula de Bowman, com consequente libertacdo dos capilares para a
zona distal na dose de 25 mg/kg de [Cr(pic)s]. Contudo na dose de 50 mg/kg de

[Cr(pic)s] observaram-se hemorragias mais extensas.

Figura 4: Cortes histolégicos de rim A) Controlo; B) 10 mg/ kg de [Cr(pic)s] ( HE x 400; x 100).
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a5 i E s b Al A RO I
Figura 5: Cortes histologicos de rim C) e D) 25 mg/Kg de [Cr(pic)s]; E) e F) 50 mg/Kg de [Cr(pic)3]
(HE x 400; x 100).

4.4.3. ALTERACOES HISTOLOGICAS NO TESTICULO

Os cortes histologicos do testiculo do grupo de controlo mostraram uma
morfologia normal e caracteristica, com destaque para 0s tubos seminiferos com
morfologia aparentemente regular (Fig. 6A). Nos animais sujeitos a exposi¢do por via
injetavel, observou-se degenerescéncia dos tubos seminiferos na dose de 5 mg/ Kg de
[Cr(pic)s]. Na dose de 10 mg/ Kg de [Cr(pic)s] observou-se um maior nimero de
alteracfes: o limen dos tubos seminiferos estava desprovido de espermatozoides e
desorganizacdo celular, levando a uma degenerescéncia acentuada com diminuicdo das
etapas de alongamento e desenvolvimento dos espermatidios, o que resultou na auséncia
de orientacdo radial adequada. Nos animais sujeitos a exposic¢ao por via oral observou-
se disrup¢do da membrana basal do tubo seminifero e formacdo de edema intersticial.
Constatou-se ainda a reducdo das células germinativas e dos espermatozoides no limen
dos tubos seminiferos na dose de 25 mg/ Kg de [Cr(pic)s]. No grupo de animais sujeitos
a dose de 50 mg/ Kg de [Cr(pic)s] observou-se desorganizacdo radial, rutura da
membrana e células imaturas no Iumen. Estas alteracdes histolégicas estdo

representadas na figura 6.
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Figura 6: Cortes histologicos de testiculo A) Controlo; B) 5 mg/ kg de [Cr(pic)s]; C) 10 mg/Kg de

[Cr(pic)s]; D) 25 mg/Kg de [Cr(pic)s]; E) e F) 50 mg/Kg de [Cr(pic)s] ( HE x 400; x 100).
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4.4.4. ALTERACOES HISTOLOGICAS NO EPIDIDIMO

Os cortes histologicos do epididimo do grupo de controlo demonstraram uma
morfologia normal. Na dose de 5 mg/Kg [Cr(pic)s] observou-se um padréo diferente na
distribuicdo de espermatozoides nos tdbulos. Contudo, na dose de 10 mg/Kg de
[Cr(pic)s] observaram-se lesdes menos acentuadas que na dose anterior, verificando-se
ainda, agregacdo de espermatozoides no Iimen. Na dose de 25 mg/Kg de [Cr(pic)s] nédo
foram observadas lesdes significativas. Contudo na dose de 50 mg/ Kg de [Cr(pic)s]
foi observada condensacdo de espermatozoides no limen, disrupcdo da membrana e

auséncia de espermatozoides em alguns tubulos. A figura 7 ilustra estas alteracdes

histoldgicas.

Figura 7 : Cortes histologicos de epididimo A) Controlo; B) 5 mg/ kg de [Cr(pic)s]; C) e D) 10 mg/Kg de
[Cr(pic)s]; E) e F) 50 mg/Kg de [Cr(pic)s] ( HE x 400; x 100).
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4.4.5. ALTERAGOES HISTOLOGICAS NO BAGCO

Os cortes histoldgicos do bago do grupo de controlo mostraram uma morfologia
normal, e também uma distribuicdo normal da polpa branca e da polpa vermelha. Na
dose de 5 mg/Kg de [Cr(pic)s] observou-se desorganizacdo da polpa branca e
espessamento da capsula. No grupo de animais exposto a dose de 10 mg/Kg de
[Cr(pic)s] observou-se a presenca de células gigantes e algumas zonas com deplecao
celular. Na dose de 25 mg/Kg de [Cr(pic)s] observou-se desorganizacdo das polpas
vermelha e branca e na de 50 mg/Kg também se observou desorganizacao das polpas e

zonas de deplecdo celular. Na Figura 8 estdo ilustradas estas as alteracdes histoldgicas.

Figura 8: Cortes histoldgicos de baco A) Controlo; B) e C) 5 mg/ kg de [Cr(pic)s]; D) 10 mg/Kg de

[Cr(pic)s]; E) 25 mg/Kg de [Cr(pic)s] e F) 50 mg/Kg de [Cr(pic)s] ( HE x 400; x 100).
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4.4.6. ALTERAGOES HISTOLOGICAS NO TIMO

Os cortes histologicos do timo do grupo controlo apresentaram uma histologia
normal, com corpusculos de Hassal e I6bulos distintos, envolvidos pela cépsula de
tecido conjuntivo e também com as zonas cortical e medular bem distintas. Nos
restantes grupos observaram-se alteracdes histologicas ilustradas na Figura 9. Assim nos
animais sujeitos a tratamento por via injetavel ndo se observaram alteracGes
significativas, na dose de 5 mg/Kg de [Cr(pic)s], mas para a dose de 10 mg/Kg de
[Cr(pic)s] observou-se pouca diferenciacdo entre a zona cortical e medular. Nos animais
sujeitos a tratamento por via oral observou-se deplecdo celular e desorganizacdo da
estrutura na dose de 25 mg/Kg de [Cr(pic)s]. Assim como na dose de 50 mg/Kg de

[Cr(pic)s] para a qual se observou igualmente desorganizagéo na estrutura do timo.

Figura 9 : Cortes histologicos de timo A) Controlo; B) 5 mg/ kg de [Cr(pic);]; C) 10 mg/Kg de
[Cr(pic)s]; D) 25 mg/Kg de [Cr(pic)s]; E) e F) 50 mg/Kg de [Cr(pic)s] ( HE x 400; x 100).
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5. DISCUSSAO

Os suplementos alimentares surgem como uma opg¢ao apetecivel para diversos
fins, nomeadamente para a perda de peso. No entanto, além de ndo ser ainda conhecida
qual a seguranca destes suplementos a longo prazo, bem como todas as interagoes
possiveis com outros medicamentos, atualmente a maioria dos suplementos utilizados
ainda ndo possuem evidéncia cientifica consistente que justifique a sua utilizacdo. Estes
suplementos, isolados ou combinados, sdo facilmente acessiveis a populacdo, sendo
habitualmente mais faceis de adquirir do que recorrer ao aconselhamento por parte de
um profissional de saide. Embora a legislacdo existente seja escassa, e muitas vezes
estes produtos se possam tornar perigosos, sdo vistos pelos seus utilizadores como
solucgdes naturais que ndo comportam riscos para a sua saude.

No caso particular dos suplementos alimentares, um inquérito realizado acerca
do seu consumo em Portugal, revelou que 81% dos entrevistados consome, ou ja
consumiu, algum suplemento alimentar, sendo que 72% tinham consumido este tipo de
produtos no ano anterior (Fernandes, 2009;Felicio, 2006).

A utilizacdo do suplemento de tris-picolinato de cromio(lll) tem vindo a tornar-
se um assunto  polémico, visto que os seus efeitos benéficos tém sido questionados
guando usados na reducdo e regulacdo do peso corporal e no metabolismo da glicose.
Os seus efeitos toxicologicos tém sido alvo de constante debate, aumentando a
controveérsia em torno da seguranca de utilizacdo deste composto.

No presente estudo, pretendeu-se verificar se se observavam efeitos
histopatolégicos apos suplementacdo de Crémio em niveis crescentes sobre a forma de
tris-picolinato de cromio(lll) em estudos in vivo com ratinhos.

Na generalidade dos grupos que foram estudados, verificou-se que o suplemento
ndo interferiu na redugéo de peso dos ratinhos nem no seu normal crescimento. Perante
estes resultados constatou-se que o0 nosso estudo foi ao encontro de trabalhos de
investigacdo anteriormente desenvolvidas pelo The National Toxicology Program
(NTP) no qual se testou também o efeito do [Cr(pic)s], utilizando doses subcrdnicas de
[Cr(pic)s] num grupo de ratos durante 13 semanas (Rhodes et al., 2005). A dose mais
elevada usada no estudo atras referido foi de (4243ug Cr(pic)s/ Kg/dia) testada era 10
x10° vezes superior & da ingestdo média diaria de [Cr(pic)s] em seres humanos
(Andersson et al., 2007; Rhodes et al., 2005) e, mesmo nessas doses 0s resultados

demonstraram que o [Cr(pic)s] ndo tinha efeito no o peso corporal.
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Quanto a analise histologica foram notdrias as lesbes provocadas pelo tris-
picolinato de cromio(lll) nos érgdos em estudo (figado, rim, testiculos, epididimo, baco
e timo). A nivel hepatico as lesbes observadas foram hemorragias, infiltracdo de
algumas células de resposta inflamatoria e acumulacéo de ferro, lesdes estas que foram
mais evidentes nas doses de 10 mg/Kg e 50 mg/Kg de [Cr(pic)s]. Num estudo realizado
por Mahmoud e seus colaborados ( 2009) em ratos administrados com diferentes doses
de tris-picolinato de crémio(lll) por via oral, foi descrito alteracfes na morfologia do
figado, nomeadamente alteracdes degenerativas nos hepatdcitos.

A nivel renal observou-se alterac@es significativas, nomeadamente a presenca de
infiltrados de células inflamatdrias proximos dos glomérulos de Malpighi, destrui¢do da
capsula de Bowman, com consequente libertacdo dos capilares para a zona distal e
hemorragias extensas. Pode-se constatar que estas alteracGes ocorreram nas doses mais
elevadas do tratamento. Elevada acumulagdo de tris-picolinato de crémio(lll) no rim e
figado foi verificada num estudo realizado por Vincent e seus colaboradores (2001),
apos estes terem administrado por via injectavel, tris-picolinato de cromio(lll) em ratos
normais. Num outro estudo Mahmood e seus colaboradores (2009) demonstraram
resultados distintos em diferentes grupos de ratos, ou seja uns apresentavam morfologia
normal enquanto outros apresentavam alteracGes renal.

O tris-picolinato de cromio(lll) também induziu alteracbes na histologia do
testiculo e do epididimo. No testiculo observou-se degenerescéncia dos tubos
seminiferos, auséncia de espermatozoides, desorganizacdao celular, disrupcdo da
membrana basal, reducdo das células germinativas e células imaturas no limen. No
epididimo observou-se distribuicdo distinta de espermatozoides nos tabulos, agregacédo
e condensacdo de espermatozoides no lumen e disrupcao da membrana. Nomeadamente,
McAdory e seus colaboradores (2011) demonstraram que o indice de fertilidade nos
ratinhos tratados por administracdo oral, € mais baixo do que nos ratos controlo.

No bacgo observou-se desorganizacao das polpas vermelha e branca, presenca de
células gigantes e zonas de deplecéo celular. No timo observou-se pouca diferenciacéo
entre a zona cortical e medular, desorganizacdo da estrutura e deplecdo celular em

relacdo a esta tematica a literatura é escassa.
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Segundo Levina e seus colaboradores (2008) os resultados negativos de alguns
estudos podem ser devido ao curto tempo de tratamento. Pela revisdo de estudos
efetuados, constatou-se que existe uma discrepancia de resultados que, segundo Cefalu
e seus colaboradores (2004), advém provavelmente de metodologias diferentes entre 0s
diferentes estudos nomeadamente na concentracdo das doses de [Cr(pic)s] ingeridas e na

formulacéo de tratamento.
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6. CONCLUSOES E PERSPETIVAS DE TRABALHO FUTURO

Face a analise de estudos recentes sobre a tematica do suplemento nutricional
tris-picolinato de crémio(lll) constatou-se que os resultados obtidos até a data tém
evidenciado uma consideravel controvérsia a nivel do seu uso e da sua seguranga,
mostrando que as evidéncias dos seus possiveis efeitos tanto benéficos como toxicos,
ndo se encontram bem esclarecidas e ndo sdo conclusivas. Existem portanto, varias
perspetivas acerca do papel do tris-picolinato de cromio(lll) na saude humana, o que
tem resultado numa area de debate atual e num notavel caso polémico.

No presente estudo através da analise histologica conclui-se que as doses
administradas de [Cr(pic)s] provocaram lesGes nos 6rgdos estudados; 6rgdos com
funcBes metabdlicas e de excrecdo (figado, rim) outros com func¢des imunitarias (baco e
timo) e reprodutores (testiculo e epididimo), sendo as doses de 10 e 50 mg/Kg de
[Cr(pic)s] as mais lesivas. Perante esta situacdo, torna-se assim pertinente a realizagéo
de estudos futuros, de modo a clarificar esta situacdo polémica, com metodologias
diferentes, nomeadamente nas doses administradas de [Cr(pic)s], nos tempos de
tratamento e protocolos variados .

Como se pode constatar, apesar do esforco desenvolvido ao longo dos ultimos
anos na realizacdo de estudos com o tris-picolinato de cromio(lll) existe ainda uma
discrepancia de resultados relativos aos seus efeitos, que tornam dificil estabelecer a sua
seguranca. Tal como ja referido, torna-se imperativo o desenvolvimento de estudos

futuros para o esclarecimento do mecanismo de acéo deste suplemento.
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ANEXOS

ANEXO | - TABELA DE ESTUDOS

Dose

de Animal
[Cr(pic)3])

Modo de

administracéo DU

Resultados

Referéncia

200 mg/kg

Cr/ dia Ratinhos

Oral 4
Semanas

indice de fertilidade
nos ratos tratados
mais baixo do que

nos ratos de
controlo.

Nao se observaram

efeitos na ma

formagcdo/ variago

esquelética.

DeAna McAdor; Nicholas R.
Rhodes; Felicia Briggins;
Melissa M. Bailey; Kristin
R. Di Bona; Craig Goodwin;
John B. Vincent; Jane F.
Rasco (2011) Potential of
Chromium (111) Picolinate
for Reproductive or
Developmental Toxicity
Following Exposure of Male
CD-1 Mice Prior to Matins

5 pg/ Kg /dia Ratos

Injectavel 15 Dias

Elevada
acumulagéo de

crémio no figado e

nos rins.

Baixo risco de dano

no DNA.

DionD. D.Hepburn and Jonh
B.Vincent(2001)

In vivo distribution of
chromium from chromium
picolinate in rats and
implications for the safety of
the dietary supplement.

1 mgCr/

Kg’ dia Ratos

Oral 10 Semanas

5mg

Cr/Kg'dia Ratos

Oral 10 Semanas

10mg/ Cr

IKgdia Ratos

Oral 10 Semanas

Néo se verificaram

diferengas visiveis

entre os diferentes
grupos.

A massa do coragéo,
figado e rim néo foi
afectadas pelo
tratamento e todos
os tecidos
aparentavam estar
normais.

Randall Bennett, Bobbi
Adams, Amanda French,
‘Yasmin Neggers and John B.
Vincent.

High- Dose Chromium(111)
Supplementation has no
effects on body mass and
composition while altering
plasma hormone and
triglycerides concentrations.

Ratos

Bug/imlagua  iopaticos

Oral 6 semanas

Tolerancia & glicose
e aumento da da
sensibilidade &
insulina.
Melhora as funcdes
renais e hepaticas .

Shinde,U and Goyal
R.(2003). Effect of
chromium picolinate on

histopatolological alterations
in stz and neonatal diabetic

rats.

3mg/kg Ratos

Injeccéo

. . 42h
intraperitoneal

Sem efeito
genotoxico nos
eritrocitos.

3mg/kg Ratos

Injeccéo

intraperitoneal 16h

Nenhum dano no

DNA dos linfécitos

e hepatécitos

Andersson, M., Grawg, K.,
Karlsson, O., Abramsson-

Zetterberg,L. and
Hellman,B.,(2007)

Evaluation of the potential
genotoxicity of chromium

picolinate in mammalian

cells in vivo and in vitro,

Food and Chemical

Toxicology, 45:1097-1106
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http://www.sciencedirect.com/science/journal/02786915
http://www.sciencedirect.com/science/journal/02786915

Ratos e

4243 pg/kg/dia Ratinhos

Oral

13 Semanas

-Sem evidéncia de
toxicidade.

Rhodes MC, Hébert,
CD,Herbert RA, Morinello,
EJ, Roycroft JH, Travlos
GS(2005). Absence of toxic
effects in F344/N rats and
B6C3F1 mice following
subchrinic administration of
chromium picolinate.

0,44mg/ml Ratos

In vitro

48h

Apoptose nas
células de CHO.
Danos mitocondriais

Manygoats, K., Yazzie, M.
and Stearns,D.,(2002)
Ultrastructural damage in
chromium picolinate-treated
cells: a TEM study.
Transmission electron
microscopy, Journal of
Biological Inorganic
Chemistry 7:791-8

0,8mg/100Kg Ratos

Oral

8 semanas

Diminuigéo
significativa nos
niveis de GSH e

GPx no figado e no
sangue. Aumento no
nivel de MDA nos
tecidos hepéticos e
no sangue. Aumento
significativo nos
niveis de sFas e de
8-0x0-dG.
Alteracdes
degenerativas na
forma dos
hepatdcitos

1,5mg/100Kg Ratos

Oral

8 semanas

Diminuigao
significativa nos
niveis de GSH e

GPx no figado e no
sangue. Aumento no
nivel de MDA nos
tecidos hepaticos e
no sangue. Aumento
significativo nos
niveis de sFas e de
8-o0x0-dG.
Alteracdes
degenerativas nos
hepatdcitos

0,8mg/100Kg

(+ vitamina C) Ratos

Oral

8 semanas

Nenhuma alterago
significativa nos
niveis de GSH e

GPx o figado e no
sangue. Nenhuma
alteracdo
significativa nos
hepat6citos

1,5mg/100Kg

(+ vitamina C) Ratos

Oral

8 semanas

Nenhuma alteragdo
significativa nos
niveis de GSH e

GPx o figado e no

sangue. Diminuicéo

significativa nos
niveis de sFas e de

8-0x0-dG. Nenhuma

alteragdo
significativa nos
hepatdcitos

Mahmoud, A., Ghanem, H.,
Darwish, N., (2009) Effect
of Chromium-Picolinat on
Biochemical and
Histopatological altrations in
Rats, The Egyptian Journal
of Biochemistry& Molecular
Biology, 27:163-176

Ratos
(machos e
fémeas)

33,250mg/Kg

Oral (entubados)

18h
42h

Nenhum dano nos
cromossomas das

Ratos
(machos e
fémeas)

2000mg/Kg

Oral (entubados)

18h
42h

células da medula
0ssea

Komorowski, J., Greenberg,
D., Juturu, V., (2008)
Chromium picolinato does
not produce chromosome
damage, Toxicology in vitro,
22:819-826
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ANEXO Il - PuBLICACAO ORIGINAL

""Journal Microscopy and Microanalyses 2012, in press "

Light microscopy studies on mice testis after the nutritional supplement

chromium(l11)-tris(picolinate)
M. Ferreiral, T. M. Santos?, M. L. Pereira®

! Department of Biology & CICECO, University of Aveiro, Campus de Santiago, 3810-
193 Aveiro, Portugal

2 Department of Chemistry & CICECO, University of Aveiro, Campus de Santiago,
3810-193 Aveiro, Portugal

e-mail: mrferreira@ua.pt

Cr(lI)-tris(picolinate), [Cr(pic)s], is a very common dietary supplement, recommended
for humans, cattle and swine. Chromium is considered an essential trace element, when
in oxidation state +3, with some of its compounds seeming to have a beneficial effect on
blood sugar regulation mechanisms. However, the safety of the use of a particularly
popular Cr(111) compound, ie [Cr(pic)s], remains debatable. Clastogenic, and mutagenic
features have been reported by Stearns and coworkers ™, although surrounded by a
controversial and contradictory multitude of publications on this subject 3. The

present work aims to study the effects of [Cr(pic)s] on mice spermatogenesis.

Cr(11)-tris(picolinate) was synthesized and characterized according to the literature ™.
Its composition as a mononuclear complex was tested by ESI-MS and by X-ray powder
diffraction followed by single-crystal simulation calculations.

Male adult CDI mice from Harlan (Spain) were divided in groups and orally given 25
mg/kg and 50 mg/kg/body weigh/daily of [Cr(pic)s] for two weeks. Controls were also
done. Behaviour and body weight were monitored throughout the experiments. After
sacrifice, testis were collected, weighed, and fixed in Bouin’s solution. Organs were

then prepared for histology using routine techniques.
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Animal experiments were conducted according to ethics procedures. Histological
sections of control group evidenced normal regular features (Fig. la). However
considerable damage was observed in both experimental groups in a dose dependent
manner. In fact, seminiferous tubules showed degenerative changes within epithelium,
namely vacuolation and sloughing of immature germ cells into the lumen in the group
given the lowest dose (Fig.1 b,c). The high dosed group displayed more conspicuous
injury within testis, namely strongly atrophic seminiferous tubules devoid of germs cells

and strong vacuolation (Figs.1d-f).

The results of this study have shown an increased risk of adverse events in mice recei-
ving 50 mg/kg/body weight of [Cr(pic)s]. However, little potential for adverse reprodu-
ctive and developmental effects namely on progeny was recently described for male
mice fed a diet containing 200 mg/kg/day [Cr(pic)s] “®). In conclusion, concerns about
using dietary supplements based on [Cr(pic)s] remain to be elucidated in future work.

1. Stearns, D. et al (2002). Mutat. Res., 513, 135-142.

2. Kim, B. et al (2010), Biol Trace Elem Res., 133, 171-180;

3. Yazaki, Y. et al (2010), J. Altern. & Complem. Med.,16(3), 291-299.
4. McAdory, D. et al (2011). Biol Trace Elem Res., 143, 1666-1672;

5. Vincent, J. (2010) Dalton Trans., 39, 3787-3794;

6. Anderson, M. A. et al (2007) Food Chem. Toxicol., 45, 1097-1106.

This work was financed by CICECO, Aveiro University, Portugal.
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Fig 1. Representative sections of testis from control group (A); 25 mg/kg/body weight exposed group (B, C); 50
mg/kg body weight [Cr(pic)s]-administered mice (D-F). Substantial deleterious effects were noted within

seminiferous epithelium; Haematoxylin- Eosin stain; original magnification 400x.
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