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RESUMO

O objetivo do estudo foi analisar efeitos da suplementacao de dicromato de potdssio a dieta sobre a
morfologia do tecido muscular cardiaco de ratos. Foram utilizados 40 ratos machos, divididos em GO: dieta
basal, G1: dieta basal + 12 mg.Kg" de dicromato de potéssio, G2: dieta basal + 24 mg.Kg™ e G3: dieta basal +
36 mg.Kg”’, por 90 dias. Os animais foram eutanasiados, com extracdo do coracdo para analises
morfoldgicas e analise da dimensado fractal. Foram utilizados o teste de Levene, Anova One-Way, Kruskall-
Wallis, Tukey e Dunn para comparacdo dos resultados, adotando p<0,05. Nao houve diferencas na massa
corporal e massa do coracdo. G1 apresentou maior inflamacdo tecidual em relacdo a G2 e GO. Conclui-se
gue o dicromato de potassio pode gerar alteracdes morfoldgicas em decorréncia de efeito proé-inflamatdrio
em cardiomidcitos de ratos.

Palavras-chave: coracdo, dicromato de potassio, toxicidade, citologia, histologia.

POTASSIUM DICHROMATE INTAKE INDUCES MORPHOLOGICAL CHANGES IN RAT’S CARDIOMYOCYTES

ABSTRACT

The aim of this study was to analyze the effects of diet’s potassium dichromate supplementation on cardiac
muscle tissue morphology in rats. Forty male rats were used, divided into GO: basal diet, G1: basal diet + 12
mg.Kg™ potassium dichromate, G2: basal diet + 24 mg.Kg™ and G3: basal diet + 36 mg.Kg™ for 90 days. The
animals were euthanized, with heart extraction for morphological analysis and fractal dimension analysis.
Anova One-Way, Kruskall-Wallis, Tukey and Dunn were used to compare the results, with p<0.05. There is
no differences on body mass and heart mass. G1 showed greater tissue inflammation of compared to G2
and GO. It was concluded that potassium dichromate generates morphological changes by proinflammatory
effect in rat cardiomyocytes.

Keywords: heart, potassium dichromate, toxicity, cytology, histology.

INTRODUCAO encontrado entre os componentes quimicos que

Grandes quantidades de Cromo (Cr) sdo
liberadas no meio ambiente por acdo humana’,
sendo o dicromato de potassio (K2Cr20), sua
forma mais letal’. Quando em contato com o
organismo, ha o risco de desenvolvimento de
cancer®. O dicromato de potassio (K2Cr20) é um
tipo de metal pesado proveniente da crosta
terrestre, encontrado frequentemente em
metaldrgicas, fertilizantes e agrotdxicos, muito
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poluem o meio ambiente?’.

Apds a ingestdo de alimentos
contaminados, o K2Cr20 pode trazer efeitos
toxicos deletérios em todo o organismo,
principalmente para o intestino?, figado® e
coracdo®.

A exposicdo a agentes toxicos pode
desenvolver efeitos deletérios sobre o tecido
muscular cardiaco, podendo comprometer sua
funcdo e a longo prazo pode causar insuficiéncia
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cardiaca®. Um estudo’ verificou em seu estudo
gque a intoxicacdo do miocardio de ratos
proporcionou lesdes na parede do ventriculo
esquerdo e infiltrado inflamatdrio associado a
degeneracao de miofibrilas, além de degeneracao
neuronal nos ganglios nervosos cardiacos.

A miotoxicidade foi constatada através de
aumentos na atividade da CK-MB
(creatinoquinase MB), apresentando forte indicio
de lesdo cardiaca, proporcionada principalmente
por necrose de cardiomidcitos associada a
inflamacdo e hemorragia miocdrdica dos animais,
entre 6h-48h apds a primeira exposicao do tecido
aos agentes toxicos®. Logo, os efeitos de agentes
toxicos sobre o tecido muscular cardiaco
proporcionam efeito inflamatdrio seguido de
lesdo miocardica em curtos periodos de tempo
apods a exposicdo inicial.

Percebe-se que sdo bem explorados os
efeitos sobre o tecido muscular cardiaco causado
pela presenga de agentes tdxicos. No entanto,
ndo hd consenso na literatura quanto aos efeitos
especificos da exposicdo do tecido muscular
cardiaco ao dicromato de potassio (K2Cr20) no
gue condiz a resposta morfolégica tecidual e qual
é a quantidade minima que possa refletir efeitos
tdxicos no coragao.

Neste sentido, o presente estudo tem por
objetivo analisar os efeitos da suplementacao de
dicromato de potassio a dieta basal sobre a
morfologia do tecido muscular cardiaco de ratos.

METODOLOGIA
Animais

Foram utilizados 40 ratos machos da
linhagem Wistar (Rattus novergicus), com 25 dias
de idade, provenientes do Biotério Central da
Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE). Estes
foram mantidos em gaiolas individuais, sob
condicdo padrdao de iluminagdo, com ciclo
claro/escuro, iniciado as 7h, com temperatura
média de 23°C. A pesquisa foi desenvolvida
obedecendo as normas e os principios éticos de
experimentacdo animal do Comité de Etica do
Uso de Animais da Universidade do Oeste
Paulista (UNOESTE), protocolo n? 785.

Protocolo de dietas
Os animais foram divididos em quatro

grupos, de acordo com suas respectivas dietas:

e Grupo 0 (G0): dieta basal (ragdo da marca
Supra Lab® - proteina: 25%; extrato
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etéreo: 3%; matéria fibrosa: 18%; matéria
mineral: 11%; célcio: 2%; fosforo: 0,5%);

e Grupo 1 (G1): dieta basal incorporada
com 12 mg.Kg"' de dicromato de potassio
(K2Cr20 99,999% de pureza, da marca
Aldrich  Chemical Company® Inc.,
Milwaukee, Wisconsin, USA);

e Grupo 2 (G2): dieta basal incorporada
com 24 mgKg' de dicromato de
potassio;

e Grupo 3 (G3): dieta basal incorporada
com 36 mgkKg' de dicromato de
potassio;

As dietas foram administradas durante 90
dias, precedidos com sete dias de adaptacao ao
manejo dos animais. A massa corporal dos
animais foi mensurada semanalmente.

Procedimento cirurgico

A eutandsia dos animais foi realizada no
Biotério de Experimentacdio Animal da
Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE). Os
animais foram eutanasiados 24 horas apés o
ultimo dia de protocolo de dieta. Foi mensurada a
massa corporal final antes de iniciar os
procedimentos cirdrgicos.

Em seguida os animais foram
anestesiados utilizando-se a associacdo de dois
farmacos (cloridrato de xilasina e cloridrato de
ketamina 1:1; 40mg/Kg da massa corporal) por
via intraperitoneal, seguida de parada cardiaca
induzida perfusdo do ventriculo esquerdo com 1
mL de KCl a 10% até a parada cardiaca em
diastole.

Realizada esta etapa, foi feita uma incisao
paramedial no abdomen, com rebatimento do
tecido epitelial até a exposi¢cdo dos érgdos. Logo
apods a incisdo, foi retirado o coracdo, que foi
pesado em balanca de precisdio e fixado
imediatamente em solu¢do de formalina 10%.
ApOds 24 h, este drgdo foi transferido para frascos
com alcool 70%. Esta solugdo foi renovada por
trés dias, conforme a eliminagdo dos residuos do
fixador’.

Morfologia tecidual

O preparo das pecas e analises das
laminas foi realizado no Laboratério de Analise da
Plasticidade Muscular (LAPMUS), do
Departamento de Fisioterapia da FCT/UNESP de
Presidente Prudente. Apds a fixacdo e a
permanéncia em alcool 70%, foi realizado o
procedimento para inclusdo do material em
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parafina e posterior corte em micrétomo
rotatério Microm® HM 325, com cortes
transversais do ventriculo esquerdo, medindo
exatamente 6um de espessura. A coloracao foi
realizada com Hematoxilina e Eosina (HE)®.

Andlise da dimensao fractal (DF)

As imagens dos nucleos de cardiomidcitos
foram obtidas por meio de um microscdpio
optico Nikon® H550, objetiva com aumento de
100x e com acoplamento de camera digital
Nikon® Infinity 1, com captura de imagens por
meio de um software de analise de imagens
computadorizadas NIS-Elements D 3.0 - SP7 —
build 547, Nikon® for Windows®.

A analise da dimensdo fractal (DF) foi
realizada utilizando o software de analise de
imagens computadorizadas (Imagel® 1.47t for
Windows® do National Institute of Health - USA),
utilizando cinco imagens por animal. As imagens
passaram pelo processo de binarizacdao, em preto
e branco. Em seguida, foi utilizado o método de
box-counting, com o tamanho padrdo de
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contagem oferecido pelo software (2, 3, 4, 6, 8§,
16, 32 e 64), onde o valor final da DF encontra-se
entre 0 e 2™

Analise estatistica

Para comparacdo  estatistica  dos
resultados obtidos, foi utilizado o Teste de
Levene para a verificagdo da normalidade dos
dados e o Teste ANOVA-OneWay e o Pds-Teste
de Tukey (Teste Kruskall-Wallis e Pds-Teste de
Dunn para varidveis ndao paramétricas). Foi
adotado valor de significancia p<0,05 para todos
os procedimentos. Os cdlculos foram realizados
com o software IBM SPSS 22 for Windows® o
software Origin versdao 9.0® for Windows® para
elaboracdo de gréficos e box-plots

RESULTADOS

A Figura 1 apresenta dados da evolucdo
da massa corporal dos animais durante o periodo
experimental.

—u— G0

G1

G2

T v— G3

0 T
Inicial

. ,
Peso 45 Dias Final

Periodo Experimental

Figura 1. Evolucdo da massa corporal dos animais durante o periodo experimental. Ndo houve significancia

das diferencas.

Nota-se que ndo houve diferenca
estatisticamente significante entre os valores de
massa corporal dos animais nos periodos inicial,
massa 45 dias (metade do periodo experimental)
e final.
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A Figura 2 apresenta os valores
referentes a massa do coragdo dos animais ao
final do periodo experimental.

Os resultados da Figura 3 mostram que
nao houve diferenca estatisticamente significante
nos valores de massa do coragdo dos animais.
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A Tabela 1 apresenta os valores da Na Figura 4, encontram-se os dados
analise cariométrica do nucleo dos referentes a andlise de Dimensdo Fractal (DF) do
cardiomidcitos dos animais. tecido muscular cardiaco dos animais.
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Figura 2. Boxplot com valores médios seguidos de desvio padrdo do peso do coragdo dos animais. Ndo
houve significancia das diferencas.

coloragdo por HE, onde as setas indicam o nucleo dos cardiomidcitos. Legenda: A=G0; B=G1,C=G2; D =
G3. 100X.
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Figura 4. Boxplot com valores médios seguidos de desvio padrdao da andlise da dimensao fractal do tecido
muscular cardiaco dos animais. UA: Unidade Arbitréria. ? p=0,026 em relac3o a GO. b p=0,008 em relacdo a

G2.

Na Figura 4, nota-se diferenca
estatisticamente significante de G1 em relagdo a
GO (p=0,026) e G2 (p=0,008), onde G1 apresentou
menor valor de DF em relacdo a GO e G2.

DISCUSSAO

Ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos
guanto a massa corporal inicial, durante e ao final
do periodo experimental. No presente estudo,
apenas o uso de dieta acrescida diferentes
quantidades de dicromato de potassio foi
utilizada como interven¢do durante o periodo
experimental.

Para que promover alteragdes na massa
corporal dos animais, outras intervengbes
deveriam associar-se aos protocolos de dieta
utilizados no presente estudo. A utilizacdao de
dietas com altas concentracdes caldricas™*
podem contribuir diretamente para aumentos da
massa corporal de animais. Quando refere-se a
reducdo da massa corporal, a utilizacdo de
protocolos de treinamento aerdbio ou anaerdbio
podem proporcionar deplecdo de lipideos,
podendo refletir diretamente na reducdo da
massa corporal de animais™.
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Além disso, apesar da utilizacdo de dieta
padrdo associada ao dicromato de potdssio em
diferentes quantidades para os grupos G1, G2 e
G3, esta combinacdo ndo foi suficiente para
produzir diferenca significativa de massa corporal
em relacdo ao GO, que utilizou apenas racgdo
padrdo. Tal achado pode explicar a semelhanca
do peso corporal dos animais no inicio, durante e
ao final do periodo experimental.

Um estudo verificou que a
reprogramacdo de fibroblastos enddgenos em
cardiomidcitos funcionais reprogramados por
células somaticas diferenciadas pode
proporcionar a capacidade de regenerac¢ao destas
células cardiacas quando necessario*’. Tal achado
pode explicar a semelhanga da massa do coragao
entre os grupos estudados.

Os principais achados deste trabalho
guanto a DF, os principais achados do presente
estudo mostram que G1 apresentou menores
valores de DF em relacdo a GO e G2. A utilizagdo
do estudo em DF para caracterizacdo histoldgica
do tecido muscular cardiaco em possiveis
alteracées morfoldogicas tém demonstrado
grande efetividade para diagndstico de rejeicdo
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tecidual®® ou risco de morbidade consequente de

falhas na funcdo miocardica®.

Outro estudo® observou em seus estudos
a eficdcia da utilizacdo da DF para verificar
alteragdes morfoldgicas sobre o tecido muscular
cardiaco de ratos. O miocardio ventricular pode
adaptar-se a estresses sofridos em sua estrutura,
conservando sua inicialmente sua dimens3do
fractal. No entanto, alguns segmentos teciduais
podem sofrer alteracbes adaptativas®®.

Alteragbes no tecido cardiovascular estdo
ligadas a estresse oxidativo e menor expressao de
agentes anti-inflamatérios, podendo reduzir o
trofismo muscular cardiaco na parede ventricular
de ratos expostos a agentes tdxicos'®. Um
estudo'’ verificou que semelhantes alteragdes
teciduais no tecido muscular cardiaco pode ser
desencadeado pelo efeito inflamatério modulado
pela alta concentracdo de NF-kB.

Outro estudo™ observou que animais
com idade avancada possuem aumento nas
concentragdes de tiol ndo-protéico no miocardio,
gerando menor estimulacdo da expressao de NF-
kB, proporcionando menor efeito inflamatério e
com melhor efeito antioxidante em relacdo a
animais com idade jovem ou jovem-adulta.

Possivelmente, as quantidade de
dicromato de potdssio adicionados a dieta de G1
e o baixo efeito antioxidante do tecido muscular
cardiaco dos animais, considerados com idade
adulto-jovem, durante o periodo experimental
contribuiram para maior toxicidade do dicromato
de potassio ao tecido cardiaco e resultando em
maior efeito proé-inflamatdrio.

Um estudo® observou lesdes teciduais
cardiacas provocada por toxicidade da exposicdo
a palitoxina. Além disso, os animais expostos a
palitoxina apresentaram efeitos téxicos sobre a
excitabilidade tecidual, comprometendo sua
funcdo e estrutura.

Apesar de os animais possuirem a mesma
idade e permanecerem em iguais condi¢cdes por
todo o periodo experimental, ndo foram
encontrados achados na literatura que apontem
uma quantidade maxima ou minima de
dicromato de potassio que possam desencadear
o efeito tecidual em G1 e explicar a auséncia
desta resposta tecidual em G3.

A exposicao de células cardiacas a outras
substancias medicamentosas ou tdxicas podem
estimular a reducdao do volume celular do
cardiomidcito de ratos, podendo refletir na
reducdo do volume da parede ventricular®.
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A desregulacdo protéica causada por
agentes toxicos pode trazer efeitos deletérios
sobre o a funcdo contracdo/relaxamento do
coracdo, morfologia tecidual e desenvolvimento
do coracdo, estando resposta diretamente
relacionada a presenca de agentes téxicos do
qual o coracdo é exposto?.

Entretanto, neste mesmo estudo nao foi
observado crescente efeito toéxico significativo
quando o coracdo foi exposto a maiores doses
destas toxinas, corroborando os dados da
presente pesquisa, pois G1 apresentou maiores
alteracées morfoldgicas em seus cardiomidcitos
em relacdo a GO, G2 e G3.

No presente estudo, G1 apresentou
menores valores de DF em rela¢do ao GO, pois a
presenca de agentes téxicos no musculo cardiaco
podem induzir a lesGes teciduais e estresse
oxidativo®”*%. G1 possivelmente apresentou estes
resultados por resposta ao K2Cr20 presente em
sua dieta.

Com relacdo a diferenca nos menores
valores de DF de G1 em relacdo a G2, a absorcao
celular de agentes quimicos pode prejudicar a
formacdo estrutural tecidual e contratilidade
cardiaca de animais expostos a agentes tdxicos®.
Estudos recentes demonstram que a andlise em
dimensdo fractal pode caracterizar alteracdes
teciduais na parede ventricular cardiaca, seja por
alteracdes geradas pela propria funcdo do
miocdrdio ou efeitos indiretor provenientes da
circulagdo sanguinea®™.

Entretanto, os valores de DF podem
apontar um crescente efeito téxico de G1 em
relacdo a GO e em relagdo a G2. A exposicdo a
agentes tdxicos no tecido muscular cardiaco pode
levar a alteracbes morfoldgicas citoplasmaticas,
celulares e nucleares induzidos por efeito
oxidativo®".

Logo, os maiores valores de DF de G2 em
relagdo a G1 podem estar relacionados a maiores
efeitos toxicos ao tecido muscular cardiaco em
G2, por estresse oxidativo causado pela
suplementacdo de K2Cr20 em sua dieta em
relagdo a G1. Quando comparados os valores de
GO, G1 e G2, observa-se que GO e G2 ndo
possuem diferenca significante entre si.

O presente estudo limitou-se apenas a
observar os efeitos da suplementagio de
dicromato de potassio a dieta basal dos animais
apenas por analise histoldgica do tecido muscular
cardiaco. No entanto, a literatura traz que estas
alteragdes podem ocorrer por respostas
inflamatdrias. Logo, para estudos futuros, torna-
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se necessaria a andlise de concentracGes de
citocinas pro e anti-inflamatérias, como também
a associacdo de outros tipos de dieta e
intervengdes, para verificar se este é um efeito
especifico do dicromato de potdssio sobre o
tecido muscular cardiaco ou se a resposta
tecidual apresentada no presente estudo é uma
resposta padrdao do tecido mediante a presenca
de agentes todxicos, independentemente da
guantidade de toxinas presente.

Logo, conclui-se que a suplementagao de
dicromato de potassio a dieta basal de G1
proporcionou maiores diferencas nos valores de
DF em relagdo a G2 e GO, resultando em maior
efeito pré-inflamatdério no tecido muscular
cardiaco. Ndo foram encontradas diferencas
significativas quanto a massa corporal e massa do
coracgao dos grupos estudados.
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