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RESUMO

O presente trabalho foi desenvolvido com objetivo de determinar a influéncia da
suplementagao de cromo (Cr) dietético sobre o desempenho produtivo, populagdo de
protozoarios ruminais e resposta imunitaria em ovinos. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com quatro tratamentos e seis repetigdes. Para tanto foram
utilizados 24 ovinos inteiros da raca Santa In€s com peso vivo médio inicial de 22,89 +
2,23 kg e idade aproximada de trés meses e 15 dias distribuidos em quatro tratamentos
com niveis crescentes de cromo suplementar na dieta sob a forma de picolinato de cromo
(CrPic): placebo; 0,250; 0,375 e 0,500 mg de Cr/dia. A duragdo do experimento foi de 99
dias, dos quais os 15 primeiros dias foram destinados a adaptacdo as instalagcdes e ao
alimento a ser fornecido durante o experimento (feno de Panicum maximum cv Massai e
concentrado composto por 85% de farinha de mandioca, 11,5% de sal mineral e 3,5% de
uréia). A suplementacdo com cromo foi feita durante os 84 dias restantes. Durante o
periodo experimental os animais permaneceram confinados em baias individuais. A
quantidade de alimento oferecido foi mensurada diariamente enquanto o controle da
quantidade de sobras foi realizado trés vezes por semana. As pesagens dos animais foram
realizadas quinzenalmente. Amostras de liquido ruminal foram colhidas no primeiro dia e
nos dias 21, 43, 63 e 84 do experimento para quantificacdo de protozoarios ruminais. Nos
dias 28° e 56° de experimentagdo, os cordeiros foram desafiados com aplicagdo
intramuscular de albumina de ovo para posterior quantificagdo de IgG sérica especifica.
Avaliacdo da imunidade celular foi feita por teste cutaneo de hipersensibilidade retardada
utilizando fitohemaglutinina (PHA). O Cr suplementar ndo apresentou efeito significativo
(P>0,05) sobre o desempenho produtivo e imunidade humoral, mas afetou negativamente

(P<0,05) a populagdo de protozodarios ruminais € a resposta imunitaria celular dos ovinos.
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ABSTRACT

The effect of chromium supplementation on performance, ruminal protozoa and
immune response of lambs was investigated using 24 lambs of Santa Inés breed with
inicial average weight of 22.89 + 2.23 kg. The lambs were assigned in four treatments
with different levels of chromium picolinate (CrPic): placebo, 0.250, 0.375 and 0.500 mg
of Cr/day. The lambs were kept in individual pens during two weeks for adaptation and
84 days for chromium supplementation and were feed with Panicum maximum cv Massai
hay and concentrate (85% of cassava flour, 11.5% of mineral salt and 3.5% of urea). The
control of quantity of food offered was measured daily and the control of orts was taken
three times a week. The lambs were weighted every two weeks. Samples of ruminal
contents were taken in the first and at 21%, 43", 63™ e 84™ days of experiment to quantify
the protozoa population. On day 28 and 56, the lambs were injected with chicken
ovalbumin. Serum samples were subjected to an ELISA tests in order to measure the
antibody production to chicken ovalbumin. The cell-mediated immune response was
determined by a delayed type hipersensibility test (DTH) using phytohemagglutinin
(PHA). The performance and humoral immunity were not affect by CrPic
supplementation on lambs (P>0.05), but impaired the rumen protozoa population and the

cellular immunity (P<0.05).
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INTRODUCAO

Atualmente a premissa de que “a nutricdo ¢ um determinante da resposta
imunitaria ¢ do desempenho produtivo” ¢ amplamente aceita. Dados epidemioldgicos e
clinicos em humanos sugerem que as deficiéncias nutricionais alteram a
imunocompeténcia e aumentam o risco de infecgdes. Em animais, diversos autores
observaram as interagdes entre o estado nutricional do hospedeiro e a capacidade destes
em debelar as infeccdes. Nesse contexto, a importancia da energia e principalmente da
proteina dietética na formacdo da resisténcia e na manutencdo da resiliéncia do
hospedeiro em relagdo ao desafio imunologico estd relativamente bem estabelecida.
Entretanto, com exce¢do de uns poucos elementos como o Selénio e o Zinco, o papel dos
microminerais na interacao hospedeiro-patdégeno ainda permanece obscuro apesar de
diversos elementos, entre eles o cromo (Cr), serem apontados como capazes de
influenciar as atividades do sistema imunitario.

De maneira semelhante, pouco se sabe sobre a atuacdo do cromo no desempenho
produtivo dos animais de produgdo, tanto no que se refere aos mecanismos de agdo desse
mineral quanto em relagdo ao resultado final de sua suplementacido sobre o organismo
animal. Pesquisas recentes nesse campo da nutri¢do tentam elucidar essas questdes por
meio da observacdo e analise dos resultados obtidos apds a suplementagao dietética do
elemento. Contudo, os resultados obtidos nesses ensaios tém apresentado grande
disparidade de modo que em algumas situacdes a suplementagdo de cromo tem se
mostrado benéfica em termos de produtividade e imunidade enquanto que, em outras
situagdes, nao demonstrou qualquer interferéncia significativa.

Portanto, definir a influéncia da suplementagdao de cromo sobre os parametros
imunitarios e produtivos podera fornecer mais uma ferramenta no combate as diversas

enfermidades e auxiliard na busca por maior produtividade.



OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho tem por finalidade determinar a influéncia e os efeitos da
suplementagao de cromo (Cr) dietético em niveis crescentes sob a forma de picolinato de
cromo (CrPic) no desempenho produtivo, na resposta imunitaria e no liquido ruminal em

ovinos Santa Inés.

2.2 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos foram:
e Mensurar o consumo alimentar;
¢ Quantificar o ganho em peso;
¢ Determinar a quantidade de protozodrios ruminais apos suplementagao com CrPic;
e Determinar a producdo de anticorpos em resposta ao desafio imunoldgico;
¢ Quantificar a resposta imunitaria celular por meio de ensaio de hipersensibilidade

retardada.



REVISAO DE LITERATURA

3.1 Cenadario da Ovinocultura Nacional e no Distrito Federal

Embora a ovinocultura no Brasil seja uma atividade em expansao, apresentando
crescimento de 12,6% do rebanho (de 14,3 para 16,1 milhdes de individuos) no periodo
de 2002 a 2007 (ANUALPEC, 2007), o pais ndo ¢ auto-suficiente em carne ovina e
importa cerca de 80% da carne consumida. A carne nacional ndo tem qualidade para
competir com a do mercado externo ¢ nem ¢ produzida em quantidade suficiente para
isso. Mesmo com o aumento da producao nacional de carne ovina, ainda existe um déficit
que, segundo as estimativas, tende a persistir, pois a demanda ¢ superior a oferta, dando
espago para as importacdes (SOUZA, 2006). Deste modo, maior eficiéncia do setor
visando suprir o mercado com carne em maior quantidade e qualidade pode reduzir a
dependéncia da produgdo externa e incentivar o crescimento econdmico nacional.

No centro-oeste do Brasil, regido considerada favoravel a criacdo de ovinos em
virtude das condi¢des climaticas e ambientais (SIQUEIRA et al. 1986), a ovinocultura se
instalou inicialmente como atividade de subsisténcia, constituindo importante fonte de
proteina na alimentagdo da populagcdo em areas rurais. Contudo, a aplicacao de tecnologia
adequada nos diversos campos do conhecimento como nutri¢do, genética, reproducao e
sanidade entre outros e a utilizagdo de técnicas de manejo apropriadas auxiliam no
desenvolvimento da ovinocultura como atividade economica, despontando na regidao

como principal atividade em diversas fazendas (ONDEI, 2004).

3.2 Historia da Utilizacdo do Cromo

O cromo foi descoberto na Russia no ano de 1765 por P. S. Pallas, mas o
elemento somente foi isolado em 1797 pelo quimico francés Louis-Nicholas Vaulquelin
(1763-1829) (ARFSTEN, 1998) que separou o metal ao tratar a crocoita (PbCrO4), um
minério advindo da Sibéria, com dacido cloridrico diluido. O 6xido cromico (Cr,03),
residuo dessa reacdao, quando foi aquecido na presenca de carvao (agente redutor)
produziu o metal Cr.

O termo “cromo” que deriva da palavra grega chroma e significa “cor” foi

sugerido a Vaulquelin por Antoine Fourcroy para denominar o novo elemento devido as

3



varias cores de seus compostos (ASIMOV, 1980). Um ano apos a descoberta de
Vaulquelin, o quimico alemao Tassaert encontrou o cromo em um novo minério chamado
de cromita, cuja formula molecular é (FeCrO,), (WEBELEMETNS™, 2008).

Em 1820, o dicromato de potassio ja era utilizado como pigmento em produtos da
industria téxtil e desde 1879 o minério cromita era rotineiramente utilizado na fabricagao
de refratarios de altas temperaturas (ARFSTEN, 1998). No inicio do século XX, o cromo
tornou-se um importante ingrediente das ligas metalicas resistentes a corrosdo, sendo
utilizado largamente com essa finalidade até os dias atuais (ENSMINGER et al., 1990).

A indica¢do do cromo como nutriente alimentar somente foi suscitada apos a
descoberta dos cientistas W. Mertz e K. Schwartz de que sais de cromo corrigiam o
metabolismo anormal de agucares em ratos alimentados com dietas baseadas no consumo
de leveduras (ENSMINGER et al., 1990). Posteriormente, diversos experimentos
indicaram os aspectos positivos da utilizacdo de cromo na alimenta¢do (JEEJEEBHOY et
al. 1977; ABRAHAM et. al. 1982a,b; ANDERSON, 1987), de modo que até hoje esse
mineral € utilizado como suplemento dietético por humanos, em especial por atletas no
intuito de controlar o apetite, perder peso, “melhorar” a composicdo corporal —
aumentando a propor¢do de musculos — reduzir o colesterol e prevenir o diabetes
(VINCENT, 2004). Entretanto, existem duvidas sobre a eficiéncia e inocuidade do cromo
como suplemento alimentar. Nas ultimas décadas inumeros experimentos tentam elucidar
as conseqiiéncias da utilizacdo de cromo na alimentacdo, mas apenas resultados

controversos t€ém sido alcangados.

3.3 Importancia do Cromo

Embora ndo exista um consenso sobre a essencialidade do cromo para os animais,
muitos pesquisadores classificam esse micromineral como um elemento essencial por
ativar certas enzimas e estabilizar proteinas e 4cidos nucléicos. Em adicdo,
provavelmente possui atividade sobre o metabolismo, sanidade e desempenho tanto nos
animais de producdo como nos animais de laboratorio e em humanos (SELL, 1997).

Alguns pesquisadores tém revelado a importancia de mais estudos em relagdo a
utilizagdo de cromo como suplemento alimentar ao apontarem falhas nos experimentos
realizados com esse elemento-trago (como exemplo: ndo ha provas de que os animais

utilizados em alguns estudos estivessem de fato com deficiéncia de cromo) (VINCENT,
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2003a) e indicarem a possibilidade de efeitos toxicos associados ao uso desse mineral
(WOSKI et al., 1999; STEARNS et al. 2002; SUBRAMANIAN et al., 2006). Dessa
maneira, a importancia do cromo e seu papel no metabolismo ¢ homeostase sdo pontos
questionados desde que sua essencialidade foi proposta por Schwarz & Mertz em 1959
(VINCENT, 2003a; ABOUL-ENEIN et al., 2005; LAY & LEVINA, 2008).

Esses dois estudiosos demonstraram um aumento na tolerdncia a glicose
(capacidade de entrada da glicose nas células) em ratos apos a suplementacao de cromo
trivalente (SCHWARZ & MERTZ, 1959). Posteriormente diversos estudos foram
realizados com a finalidade de estabelecer o papel do cromo sobre o metabolismo,
imunidade e sobre os parametros produtivos. No entanto, com excecdo de sua influéncia
sobre o metabolismo da glicose e atuacdo junto a insulina, o papel do cromo sobre os
outros aspectos tem apresentado resultados controversos.

O principal papel fisiologico do cromo ¢ potencializar a agdo da insulina ao
facilitar a interacdo entre esta substancia e seus receptores. Isto se deve, provavelmente, a
presenca de Cr na molécula organometalica denominada “fator de tolerancia a glicose”
(GTF) (ANDERSON & BRANTNER, 1977; EVANS & BOWMAN, 1992; STRIFFLER
et al., 1993). Na auséncia de Cr*", o GTF ¢ inativo e acredita-se que sua molécula seja
composta de Cr*’, acido nicotinico, 4cido glutdmico, glicina e cisteina (TOEPFER et
al.1977). Entretanto, até a existéncia do fator de tolerancia a glicose é questionada, de
modo que alguns pesquisadores acreditam ser esta molécula um artefato de técnica
(SUMRALL & VINCENT, 1997; VINCENT, 2003a; VINCENT & STALLINGS, 2007).

Além disso, o metabolismo protéico, lipidico e de acidos nucléicos podem ser
sensiveis a suplementacdo de cromo (ANDERSON, 1987), mas isso ocorre,
provavelmente, por efeitos indiretos do mineral que potencializa a agdo da insulina e
assim interfere no metabolismo como um todo (UNDERWOOD & SUTTLE, 1999).

Tezuka et al. (1991) demonstraram que o Cr possui propriedades antioxidantes in
vivo (por ser encontrado principalmente na forma trivalente quando no organismo animal)
e ¢ importante na ativacdo de algumas enzimas e na manutencdo da estabilidade de
proteinas e acidos nucléicos (BOREL & ANDERSON, 1984). A suplementagdo de cromo
em humanos melhorou a tolerancia a glicose em pacientes com diabetes tipo II, diminuiu
os niveis de LDL séricos e reduziu o teor de gordura corporal (McCARTY, 1993). Em
adicao, McCarty (1994) levantou a hipotese de que a suplementagdo de cromo a longo

prazo reverteria a tendéncia que o cérebro apresenta em resistir a acao da insulina com o



aumento da idade, melhorando a fun¢do hipotalamica e da glandula pituitria, além de
atuar sobre a homeostase da glicose, o que inclui o controle do apetite, do metabolismo
intermediario e da termoregulacdo. Segundo Burton et al. (1996), outra possibilidade
interessante, ¢ que a suplementacao de Cr aumenta a longevidade e retarda os processos
associados a idade através da melhora da funcdo imunitaria e aumento da resisténcia a
doengas infecciosas.

Por outro lado, estudo recente ndo verificou qualquer efeito benéfico da utilizagao
de cromo dietético (VINCENT, 2003b) e outras pesquisas apontaram o cromo como
sendo responsavel por danos ao organismo. Como exemplo, Stearns et al. (1995) afirmam
que o picolinato de cromo causa danos aos cromossomos enquanto Hepburn et al. (2003)
relataram danos oxidativos ao DNA in vivo e Stearns et al. (2002) observaram danos as
mitocondrias, ocorréncia de apoptose além de classificarem o metal como substancia
mutagénica.

Embora seja relativamente rara, a deficiéncia de cromo provavelmente esta
relacionada a sintomas similares aqueles da diabetes, pois na auséncia de cromo a
atividade da insulina fica prejudicada. Esses sintomas podem incluir diminui¢ao da
tolerancia a glicose, crescimento prejudicado, diminuicdo da fertilidade, elevagdo da
concentragdo de insulina sérica, glicosuria, elevacao das concentragdes de colesterol e
triacilglicerdis no sangue, desordens cerebrais, neuropatia periférica e trombose. (BOREL
& ANDERSON, 1984). A Tabela 1 resume os principais achados clinicos relacionados a
deficiéncia de cromo e as espécies que foram envolvidas nas respectivas alteracdes.
Contudo, confirmar o estado de deficiéncia de Cr é extremamente dificil e embora
diversos estudos tenham utilizado técnicas de tolerdncia a glicose para mensurar a
resposta ao cromo suplementar, este procedimento nao ¢ pratico quando realizado com
um grande nimero de animais amostrados (ANDERSON, 1987).

Mesmo com a polémica em torno do papel desempenhado pelo cromo dietético no
metabolismo, no desempenho produtivo e atlético, na imunidade, nos parametros
reprodutivos € no tratamento de certas doengas, e apesar da inocuidade desse micro-
mineral ser questionada de maneira contundente por muitos experimentos, no comércio
de suplementos alimentares, as vendas de produtos contendo cromo ficam atrds somente
da comercializagdo de suplementos contendo calcio e sdo estimadas em US$
500.000.000,00 por ano apenas nos E.U.A. (MIRASOL, 2000). No campo da nutri¢ao

animal, o comércio de produtos contendo cromo para suplementacao alimentar esta em



franca expansdo. Ha no mercado diversos produtos cujo principal apelo publicitario € o

aumento de rendimento dos animais, diminui¢cdo do cortisol plasmatico, diminuicdo da

liberagao de acido latico além da melhora do status imunitario.

Tabela 1. Sinais/Sintomas relacionados a deficiéncia de Cr e espécies envolvidas em

cada processo.

Sinal/Sintoma

Espécies

Intolerancia a glicose

Hiperinsulinemia

Glicosuria

Hiperglicemia pos-prandial

Crescimento prejudicado

Hipoglicemia

Niveis séricos aumentados de colesterol

Niveis séricos aumentados de
trigliceridios

Aterosclerose

Neuropatia

Encefalopatia

Lesoes de cornea

Glaucoma

Diminuigdo da fertilidade

Diminuigdo da quantidade de
espermatozoides

Diminuigao da longevidade

Diminuigdo do numero de receptores
para insulina

Aumento da gordura corporal

Aumento da morbidade

Humano, rato, mico-de-cheiro, porquinho-da-india
Humano, rato, suino

Humano, rato

Humano, rato, camundongo

Humano, rato, camundongo, peru

Humano

Humano, rato, camundongo, bovino, porco
Humano, rato, camundongo, bovino, porco

Coelho, rato, camundongo
Humano

Humano

Rato, mico-de-cheiro
Humano

Rato

Rato

Rato, camundongo
Humano

Humano, suino

Bovino

Fonte: Anderson, 1994 com adaptagdes.

3.4 Caracterizagdo Fisica e Quimica do Cromo

O cromo ¢ um metal de transicdo pertencente a familia 6B da tabela periddica.

Possui nimero atomico 24 e massa molecular de 51,996. Apresenta-se solido a



temperatura ambiente e possui coloragdo variando do cinza ao vermelho, passando pelo
verde. O cromo elementar apresenta as seguintes caracteristicas: temperatura de fusdo de
1900 °C enquanto o ponto de ebuligdo ¢ 2672 °C; possui densidade relativa (H,O=1) a 20
°C de 7,2; ¢ insoluvel em agua (SILVA & PEDROZO, 2001). Ocorre na natureza em
diversos estados de oxidacdo, variando do Cr? a Cr'® (PECHOVA & PAVLATA, 2007).
Porém, os estados de oxida¢ao mais comuns do cromo sdao as formas tri ¢ hexavalente

(Cr™ e Cr'® respectivamente).

3.5 Cromo no Ambiente

Embora ndo seja objeto direto deste estudo, a presenga de cromo no ambiente,
independente de sua forma, pode interferir em maior ou menor grau sobre a quantidade
de cromo disponivel e at¢ mesmo na quantidade absorvida pelos animais de produgdo.
Desta maneira, ¢ importante que os pesquisadores envolvidos no estudo do cromo
estejam a par da ocorréncia e comportamento do metal no ambiente como um todo.

A distribuicao ambiental de compostos contendo cromo depende do potencial de
redox, do pH, da presenga de substancias oxidantes e redutoras, da cinética das reacdes de
reducdo, da formacdo de complexos de Cr™ ou da formacdo de sais insoliveis de Cr™,
além da concentragdo total de cromo presente no sistema. Esta ultima varidvel depende,
em sua maior parte, da acdo do ser humano, isto €, regioes industrializadas apresentam
teores de cromo no ambiente muito maiores que locais que sofrem pouca interferéncia do
homem. De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (WHO, 2003) o Cr™ é a forma
predominante nos solos e isto deve-se ao fato de que o Cr™® ¢ facilmente reduzido a Cr"
pela matéria organica. Entretanto, a ocorréncia do mineral no solo muitas vezes ¢
resultado da acdo antropogénica. Por exemplo, solos proximos a depdsitos de lixo no
Brasil apresentaram concentragdes de cromo aumentadas de 1,5 a 3 vezes em relagdo a
solos de referéncia (HEITZMANN, 1999). Na dgua, a concentragdo desse mineral varia
de acordo com a presenca de industrias ou da natureza dos solos (WHO, 2003), mas
normalmente a concentracdo de cromo nao ultrapassa 2 ppb em meio aquoso (ATSDR,
2000). De uma maneira geral, o Cr' possui mobilidade relativamente alta em relagdo ao
Cr” uma vez que esta forma é menos solavel que aquela. No ar, tanto as formas tri e
hexavalentes sdo encontradas, principalmente sob a forma de aerossois e que podem ser

removidas através da chuva, sendo depositadas no solo (WHO, 2003).



3.6 Cromo nos Sistemas Biologicos e Fontes de Cromo

O cromo adentra os sistemas bioldgicos, em menor escala, através da inalagao de
particulas contendo o mineral, bem como, em maior escala, via oral pela ingestao de agua
e alimentos contendo cromo. Alguns autores consideram também a possibilidade de
absor¢do através da pele quando hé contato direto com o mineral (ATSDR, 2000). Em
adicao, o fenomeno da bioacumulag¢dao ¢ uma via poderosa de introdu¢ao do cromo nos
sistemas: organismos integrantes da camada primdaria da cadeia alimentar, ao serem
utilizados como fonte de nutrientes pelas demais camadas, “carreiam” o mineral para os
demais niveis tréficos. Assim, a entrada de cromo nos niveis primarios da cadeia
alimentar ¢ o principal fator regulador da quantidade de cromo nos sistemas bioldgicos
em locais ndo poluidos ou que recebem pouca interferéncia do ser humano, por exemplo,
na exploracdo pecudria extensiva.

O Cr ¢ muito mais abundante nos solos que nos vegetais. Puls (1994) estudando
solos canadenses verificou valores de 1 a 25 mg de Cr/kg de matéria seca de solo,
enquanto dados provenientes de solos britanicos sugerem uma abundancia maior do
elemento com valores entre 10 a 121 mg de Cr/kg de matéria seca de solo (ARCHER &
HODGSON, 1987). Com vegetais, os estudos realizados normalmente utilizam meios
enriquecidos com cromo ou ocorrem em areas contaminadas com o metal e visam, em
sua maioria, averiguar a capacidade das plantas em remover o cromo do solo, uma
técnica conhecida por “fitoremediagao”. Pouca atencao ¢ dada as espécies de plantas bem
conhecidas ou com potencial agrondmico, mas diversas analises realizadas por McDowell
et al. (1978) procuraram definir a concentracdo de muitos minerais (porém nao o Cr) nas
forrageiras tropicais. Essas andlises verificaram a grande incidéncia de niveis deficientes
ou marginais de minerais nas forragens. De qualquer modo, as quantidades de cromo
aferidas em outros estudos com alguns vegetais como o repolho e a couve-flor ficam em
torno de 1,6 a 2,0 mg de Cr/kg de matéria seca vegetal nos brotos (ZAYED et al., 1998).

Essa discrepancia entre os teores de cromo no solo e nos vegetais deve-se
provavelmente a relativa insolubilidade e inércia do Cr™, de modo que apenas o Cr'® fica
disponivel para as plantas (OLSON et al.,1977b). Assim, pouco cromo ¢ absorvido pelos
vegetais, pois a maior parte do cromo no solo esta na forma trivalente. Contudo, o pH do
solo ¢ um importante fator modulador da capacidade de absor¢ao de cromo pelas plantas.

Olson et al. (1977a) utilizando cromo radioativo (°'Cr) verificaram que a absor¢io de



Cr™ e Cr'® pelos vegetais ocorre de maneira inversa e que esta acio ¢ dependente do pH:
enquanto o Cr" ¢ absorvido com maior intensidade em pH mais afastado da neutralidade
(tanto 4cido como alcalino), o Cr'® tem pico de absor¢do em pH proximo de 6,
diminuindo a intensidade de absor¢do quando se distancia desse valor. Deste modo, em
solos acidos como o do cerrado ¢ de se esperar maiores teores de cromo nas forragens
quando comparadas com forrageiras de outros locais. Porém esta diferenga ndo tende a
ter muitos efeitos uma vez que a maior parte do cromo absorvido pelas plantas se
acumula na raiz dos vegetais (OLSON et al., 1977a) e os animais alimentam-se
principalmente das folhas.

Os alimentos, em contraste aos solos, apresentam, em média, apenas 0,01 a 4,2
mg de Cr/kg de matéria seca, sendo que os cereais sdo relativamente mais pobres que as
leguminosas (KABATA-PENDIAS & PENDIAS, 1992). Entretanto, além do cromo
advindo dos alimentos, quantidades adicionais deste mineral provenientes do solo sdo
ingeridas acidentalmente por animais em pastejo (UNDERWOOD & SUTTLE, 1999), o
que pode interferir sobremaneira na quantidade de cromo disponivel no trato
gastrintestinal. Apenas para dimensionar a importancia do solo como fonte direta de
minerais dietéticos a animais em regime de pastejo, a ingestdo acidental de solo por
ruminantes pode chegar a 20% da matéria seca de sua dieta. Dados da Nova Zelandia
sugerem uma ingestdo anual de solo de aproximadamente 75 kg para ovelhas e 600 kg
para vacas de leite (HEALY, 1974 apud McDOWELL, 1999). Esse tipo de ingestdo ¢
favorecido quando os solos tém uma estrutura fraca e pobre drenagem, além de elevada
taxa de lotagdo (McDOWELL, 1999). Contudo, o consumo de solo ndo deve ser encarado
como benéfico uma vez que a absor¢ao de diversos minerais pode ficar prejudicada. Por
exemplo, Rosa (1980) verificou que a inclusdo de 10% de solo a dieta de ovinos reduziu a
absorcao de fosforo.

Nos alimentos, quantidades em torno de 40 a 60 pg de Cr/kg de matéria seca em
um composto de tremoco, cevada e feno oferecido a ovelhas na Austrdlia foram
encontradas por Gardner et al. (1998) enquanto que Olsen et al. (1996), mensuraram 2,6
ug de Cr/kg de matéria seca em uma dieta composta de milho e alfafa. Contudo, a forma
na qual o cromo estd presente na dieta pode ser mais importante que a quantidade do
mineral. Anderson et al. (1996a) determinaram a biodisponibilidade do cromo
proveniente de diferentes fontes pela incorporagdao do mineral em diversos tecidos de

ratos. Neste estudo, demonstrou-se que a incorporagdo de cromo nos tecidos ¢ altamente
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dependente da forma administrada, sendo que as maiores taxas de incorporacdo
ocorreram sob as formas de cromo-acido dinicotinico, picolinato de cromo (CrPic),
acetato de cromo, sulfato cromo-potéssico e complexos de cromo/glicina. Em contraste, o
cloreto de cromo foi avaliado como uma fonte pobre nesse mineral em vista da sua baixa
biodisponibilidade.

Formas de cromo no estado hexavalente sdo mais soliveis que o Cr™ e quando
administradas diretamente no intestino sao absorvidas 3 a 5 vezes melhor que a forma
trivalente (ANDERSON, 1987). Por outro lado, quando a administracdo ¢ oral, acredita-
se que o Cr'® é reduzido a Cr" antes de alcangar o sitio de absor¢do no intestino delgado,
prejudicando sua absorc¢ao (DOISY et al., 1976).

De um modo geral, sabe-se que as formas organicas de cromo podem ser
absorvidas com uma eficiéncia de 20 a 30 vezes maior que as formas inorganicas
(STARICH & BLINCOE, 1983). Provavelmente as razdes para a baixa disponibilidade
das fontes inorganicas de Cr” estejam relacionadas a formagdo de 6xido de cromo
insoluvel, que se liga a agentes quelantes naturais no rumen ou a interferéncia de formas
i0nicas de outros elementos (zinco, ferro e vanadium) (BOREL & ANDERSON, 1984).
Outros fatores que podem contribuir para esta baixa disponibilidade das fontes
inorganicas de Cr™ sdo a auséncia de conversdo, ou a conversio muito lenta do cromo
inorganico em cromo bioativo (RANTHOTRA & GELROTH, 1986) ou quantidades
insatisfatorias de acido nicotinico (URBERG & GEMEL, 1987) que esta relacionado a
formas altamente disponiveis de cromo como o GTF. Os complexos de cromo de
ocorréncia natural sdo conhecidos por sua alta disponibilidade bioldgica: experimentos
com ratos sugerem que 10 a 25 % do cromo presente na levedura de cerveja ¢ absorvido
(UNDERWOOQOD, 1977). Outras fontes naturais de cromo sao o chocolate, a pimenta e
algumas carnes (TOEPFER et al., 1973).

3.7 Cromo como Suplemento Alimentar

O Cr talvez seja o metal de transicdo mais controverso em termos de funcao
biolégica. O Cr'® sabidamente ¢ um carcindgeno e uma das principais substincias
nocivas relacionadas a medicina do trabalho. Assim como os compostos tetra e
pentavalentes, que sio altamente reativos, o Cr'® representa diversos riscos a satide

humana e animal (CONNETT & WETTERHAHN, 1983; LEVINA & LAY, 2005) de
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modo que sua utilizagdo como suplemento alimentar apresenta muitas contra-indicagdes.
J& o cromo trivalente vem, a tempos, sendo questionado quanto a inocuidade de sua
utilizacdo para este fim bem como ndo existem provas cabais de seus beneficios.
Entretanto ¢ amplamente utilizado como suplemento alimentar por humanos e mais
recentemente foi introduzido na nutri¢do animal.

Ultimamente, os estudos realizados com Cr*> em humanos tém visado o uso desse
mineral como um possivel nutrac€utico para o tratamento de diabetes do tipo II, enquanto
em nutricdo animal os estudos tém procurado melhorar a produtividade e a imunidade dos
animais. As doses recomendadas a humanos nesses estudos, variam de 0,2 a 1,0 mg de
Cr/dia por 1 a 10 meses (STEARNS, 2007). Isto representa 6 a 40 vezes mais que a dose
total didria recomendada de 35 pg de cromo/dia (ANVISA, 2005). Especificamente em
nutricdo de ruminantes, o consumo de cromo tem sido feito ad libitum em misturas
minerais. Muitos compostos de cromo trivalente tém sido utilizados na pesquisa
envolvendo a suplementagdo alimentar deste mineral, entre eles o propionato de cromo
(VINCENT & DAVIS, 2001), o L-histidinato de cromo (ANDERSON et al., 2001), o
nicotinato de cromo e o mais utilizado: picolinato de cromo (CrPic).

O picolinato de cromo (CrPic), também conhecido por tripicolinato de cromo ou
cromo tripicolinato possui formula [Cr(pic)s], onde o termo picolinato representa o 2-

piridinacarboxilato. A estrutura quimica do CrPic esta representada na Figura 1.

= c=0

Figura 1. Estrutura quimica do Picolinato de Cromo (CrPic).
Fonte: Aboul-Enein et al., 2005.
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O tripicolinato de cromo ¢ um composto de cromo amplamente comercializado
como suplemento nutricional para humanos sendo que suas vendas nos Estados Unidos
movimentam cerca de meio bilhdo de dodlares por ano (MIRASOL, 2000). Em adigdo
estima-se que mais de 10 milhdes de pessoas por ano utilizam suplementos contendo
CrPic (KOMOROWSKI & JUTURU, 2004). Entretanto, a comercializacdo de produtos
contendo CrPic iniciou-se antes da aprovacdo do Ato de Educagdo e Sanidade de
Suplementos Alimentares (“Dietary Supplement Health and Education Act”) em 1994.
Assim, os suplementos utilizando esta molécula prescindem dos rigorosos testes
utilizados para a aprovagdo de vendas de suplementos que sdo compulsérios a todos os
produtos disponiveis aos consumidores apos a aprovacao do ato.

No Brasil, a legislagdo referente ao assunto ¢ responsabilidade da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA no caso da suplementagdo alimentar para
humanos e encontra-se disponivel nas Portarias SVS/MS 27 a 43, 222 e 223 de 1998 e no
caso de suplementacdo na dieta de animais, a responsabilidade passa a ser do Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA por meio da Instru¢do Normativa N°
152, de 11 de Outubro de 2004 que infelizmente ndo faz qualquer referéncia a utilizagao
de cromo na alimentacdo animal.

A suplementacdo de cromo sob a forma de picolinato demonstrou ser mais
eficiente em termos de absor¢do quando comparado a outras formas ou a compostos
inorganicos (ANDERSON et al., 1996b; DiSILVESTRO & DY, 2008). Em adicdo, o
CrPic foi a forma de suplementacdo eleita por todas as pesquisa financiadas pelo
“National Institutes of Health” (NIH) para estudos clinicos com cromo (KOMOROWSKI
& JUTURU, 2004).

O picolinato de cromo ¢ estavel em solugdes aquosas e em fluidos gastricos
sintéticos, além de ser internalizado de maneira intacta pelas células (HEPBURN &
VINCENT, 2003). Em ratos, a concentracdo de CrPic na urina e no figado (indicando sua
metabolizagdo) tem pico em no maximo 2 horas apds a aplicagcdo intravenosa do

composto (HEPBURN & VINCENT, 2003).

3.8 Metabolismo do Cromo

Poucas informagdes sobre o metabolismo do cromo em animais de produgao estao

disponiveis, provavelmente devido a importancia dada a este elemento como marcador
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externo. Compostos contendo cromo, por exemplo o 6xido cromico (Cr,03), tém sido
utilizados como marcadores externos por serem inertes e, portanto, ndo reagirem com 0
organismo: quando administrados oralmente em doses conhecidas, quase a totalidade do
cromo ¢ excretada nas fezes, fornecendo informagdes referentes ao consumo alimentar, a
digestibilidade de matéria organica e a absor¢do de outros minerais e nutrientes. Em
adi¢do, o cromo possui certa afinidade por particulas fibrosas, o que pode facilitar o
estudo de digestibilidade de fibras. O uso de radioisdtopos sob a apresentacdo de quelatos
solaveis, por exemplo o *'Cr 4cido etilenodiaminatetra-acético ("' CrEDTA) tem mostrado
que a quelagdo ndo necessariamente aumenta sua absor¢do ou biodisponibilidade
(DOWNES & McDONALD, 1964).

O cromo ¢ absorvido primariamente no intestino delgado, sendo que em ratos o
jejuno € o maior sitio de absor¢dao enquanto que o duodeno e o ileo sdo menos eficientes
(CHEN et al., 1973). Contudo, a eficiéncia de absor¢do ¢ inversamente proporcional a
ingestdo alimentar. Anderson (1987) verificou que aproximadamente 2% do cromo
dietético foram absorvidos em humanos que consumiram aproximadamente 10 pg/dia,
enquanto a eficiéncia de absor¢do diminuiu para 0,5% quando a ingestao foi maior que 40
pg/dia. Pacientes (humanos) diabéticos apresentaram absor¢do anormalmente alta (de 2 a
4 vezes maior que um individuo normal) (DOISY et al., 1976).

Uma vez absorvido, acredita-se que o cromo circule no plasma associado a f3-
globulina numa concentragdo de aproximadamente 0,01 a 0,3 pg/L (Anderson, 1987),
sendo que valores inferiores podem ser encontrados em animais com infecgdo (BOREL
& ANDERSON, 1984). Por outro lado, Kerger et al. (1996) defendem que apds a
absor¢do do metal, parte do cromo ingerido circula pelo organismo animal ao ligar-se as
células vermelhas do sangue interagindo com a hemoglobina e parte circula através do
plasma sangiiineo. As quantidades de cromo em cada via de transporte dependem
diretamente da forma com a qual o cromo se apresenta inicialmente — Cr™ ou Cr'® e se
sob forma inorganica ou organica. Segundo Mertz (1993), a detec¢do e mensuragdo das
concentragdes de Cr no soro necessitam de rigoroso controle contra a contaminagao das
amostras durante a preparacdo e analise: o procedimento deve ser realizado em salas
especialmente limpas, em obediéncia as regras de controle de qualidade e utilizagdo de
material proprio para tal (BOREL & ANDERSON, 1984).

O cromo pode apresentar efeitos importantes sobre o transporte sérico de ferro,

diminuindo a quantidade deste mineral no soro, reduzindo a capacidade de ligagao do
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ferro e reduzindo a ferritina. Em concentragdes supra-fisiolégicas, o cromo liga-se
inespecificamente a outras proteinas plasmaticas (PRASAD, 1978).

Apo6s sua administragdo, o cromo plasmatico € totalmente depurado pelos rins em
poucos dias. Entretanto, o cromo presente no restante do organismo demora a ser
excretado podendo apresentar meia-vida de até 83 dias (BOREL & ANDERSON, 1984).
Alguns tecidos como o0s 0ssos € o epididimo possuem a capacidade de reter o mineral
mais que outros tecidos como o coragdo, os pulmdes, pancreas e o cérebro (NRC, 1997).
A quantidade de cromo plasmatico ndo apresenta alta correlacdo com os niveis dos
estoques corporais desse mineral. Portanto, a concentracdo plasmatica de cromo nio ¢ um
bom indicador da situagdo metabolica do mineral. Em adi¢do, a concentracdo total de
cromo no organismo diminui com o aumento da idade. Isto ¢ reflexo da diminui¢do da
incorporagdo do mineral nos tecidos, apesar da causa para tal acontecimento ser
desconhecida (NRC, 1997).

O cromo ¢ excretado principalmente pela urina, mas pequenas quantidades podem
ser perdidas no cabelo, transpiragdo e bile. A taxa de excre¢ao em humanos € proxima de
0,22 pg/dia (BOREL & ANDERSON, 1984), nivel considerado normal quando se trata
de individuos que consomem diariamente cromo em quantidades tipicas (62-85 pg/dia).
Entretanto, apods situagdes de estresse, trauma ou exercicio, a quantidade de cromo
excretada na urina pode aumentar. Anderson (1988), verificou que, em adultos, exercicio
intenso resultou em um aumento de 5 vezes na quantidade de cromo excretada na urina
em 2 horas apos o esforco e a quantidade total de cromo excretado na urina durante o dia
do exercicio foi 2 vezes maior que a quantidade excretada no dia subseqiiente. Resultados
semelhantes foram descritos por Engel et al. (2002), ao utilizarem como modelo atletas
maratonistas. Deste modo, a mensuracdo de cromo na urina ou a taxa de excrecao de

cromo nado sao bons parametros para definir o estado metabolico do mineral.

3.9 Cromo, Metabolismo e Produ¢dao Animal

Os nutrientes dietéticos estdo diretamente relacionados a manutencao da vida e a
produtividade animal. De todo o alimento ingerido, parte ¢ digerido e utilizado nos
diversos processos corporais, com maior ou menor alocacio dos nutrientes de acordo com
as exigeéncias funcionais. Por exemplo, todos os animais utilizam parte dos nutrientes
absorvidos na manutencao de fungdes essenciais como o metabolismo basal, a regulagao
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da temperatura corporal e reparo de tecidos. A quantidade e qualidade de nutrientes
utilizados para esse fim ¢ conhecida por “requerimentos de mantenga”. Por outro lado, a
quantidade e qualidade dos nutrientes necessarios para o crescimento, engorda, produgao
de leite, de ovos e de 13 além do gasto envolvido na execugdo do trabalho/exercicio €
conhecido por “requerimentos de producao” (ENSMINGER et al., 1990). Deste modo, os
nutrientes sdo direcionados a todos os processos metabodlicos, porém esse envolvimento
esta intimamente relacionado as prioridades impostas pelo organismo, de modo que
quanto maior a prioridade de uma fungdo, menor ¢ a sua susceptibilidade a alteragdes no
plano nutricional (KYRIAZAKIS & COOP, 1999). Assim, as fungdes de mantenga, que
garantem a sobrevivéncia do animal sdo pouco atingidas, ou demoram a ser afetadas por
variacoes na quantidade de minerais ou vitaminas ou até mesmo de outros nutrientes, pois
o organismo animal langa mao de mecanismos de compensacao e reservas nutricionais a
fim de atender a demanda. Ao contrario das fun¢des de mantenga, aquelas ndo essenciais
a vida sdo afetadas mais drasticamente por alteragdes no plano nutricional por excesso ou
racionamento de nutrientes.

As exigéncias nutricionais para a mantenga e¢ producdo animal sdo fortemente
afetadas por diversos fatores, entre os quais podemos citar: o exercicio, o estresse, a
sanidade, o tamanho corporeo, nivel de produtividade, estado reprodutivo, idade, raga,
sexo e a classe animal (reprodutor, animal em engorda, matriz em lactagdo entre outras)
(ENSMINGER et al., 1990). Assim, para que o animal expresse todo o seu potencial
produtivo ¢ necessario que suas exigéncias nutricionais sejam atendidas.

De acordo com McDowell (1999), o nivel dietético de um mineral suficiente para
proporcionar maximo desempenho ¢ chamado de requerimento minimo e estabelece o
inicio da zona 6tima de funcionamento do organismo animal. Contudo, as concentragdes
minerais variam desde a caréncia, passando pela deficiéncia e niveis marginais (ainda
seguros, mas antiecondmicos), até concentragdes que causam toxicidade e podem resultar
em morte.

A interferéncia do cromo sobre os parametros metabolicos pode influenciar tanto
na manutenc¢do de processos vitais quanto na produtividade animal, pois ndo se sabe bem
ao certo seu papel sobre o metabolismo das diferentes biomoléculas, que por sua vez sdo
responsdveis por todos os processos bioquimicos do organismo. Portanto, o atual

\

conhecimento referente a atuagdo do Cr no metabolismo serd abordado adiante
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apresentando inicialmente as duas moléculas relatadas por diversos estudiosos como

suspeitas no efetivo desempenho das fun¢des do cromo.

3.9.1 Fator de Tolerdncia a glicose X Cromodulina

Acredita-se que boa parte das fungdes metabolicas exercidas pelo cromo ocorra
em virtude da presenca, no organismo animal, de uma ou mais moléculas bioativas que
contenham o mineral em sua estrutura. Especificamente em relagdo a esse elemento-
traco, duas moléculas sdo apontadas como possiveis responsaveis por seus efeitos
metabolicos: O “Fator de Tolerancia a Glicose” (GTF) e a “Cromodulina” ou “Substancia
Ligante de Cromo de Baixo Peso Molecular” (LMWCr).

De acordo com Mallard et al. (1999), existem diversas formas estruturais do GTF,
onde os extratos de leveduras apenas representariam uma destas formas. Ou, por outro
lado, o GTF seria uma mistura de diversas formas quimicas, de modo que existiriam
analogos sintéticos como o nicotinato de cromo, proteinato de cromo, o picolinato de
cromo e o cromo acido aminoquelatado. Ainda em concordancia aos mesmos autores, a
cromodulina pode ser uma das formas de GTF; o GTF pode ser um precursor da
cromodulina ou as duas moléculas podem nado ser relacionadas entre si, com fungdes
metabolicas especificas.

A existéncia do fator de tolerancia a glicose foi relatado por Schwartz & Mertz, ao
estudarem ratos alimentados com dietas deficientes em cromo e que quando receberam
um composto rico em Cr™ derivado de leveduras, apresentaram melhora no quadro de
intolerancia a glicose (SCHWARZ & MERTZ, 1959). Em seguida, diversos estudos
procuraram estabelecer a natureza quimica do GTF e, posteriormente, analises de cinética
dos efeitos bioldgicos do GTF foram realizados (ANDERSON, 1987; VINCENT, 1994)
de modo que pesquisas recentes indicam que esta molécula ¢ simplesmente uma fonte de
Cr prontamente disponivel e ndo possui atividade biologica intrinseca (VINCENT et al.,
1996).

Por outro lado, uma substancia natural contendo Cr™ inicialmente chamada de
“Substancia Ligante de Cromo de Baixo Peso Molecular” (LMWCr) foi originalmente
descrita por Yamamoto et al. (1987) e posteriormente recebeu a denominagdo de
“Cromodulina”, devido a homologia com a proteina “Calmodulina” (relacionada ao

calcio — Ca). Essa substancia ¢ hoje, de acordo com Vincent et al. (1996), a tnica
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molécula candidata a ser a forma biologica ativa de Cr. A cromodulina foi descrita como
um pequeno peptidio ligado a quatro niicleos de Cr® (JACQUAMET et al., 2003) capaz
de intensificar a atividade da tirosinocinase em receptores de insulina humanos (DAVIS
& VINCENT, 1997; VINCENT & BENNETT, 2007).

Vincent (2003a) propds um mecanismo de agdo para a Cromodulina: a
apocromodulina, uma pré-enzima, ¢ armazenada em células sensiveis a insulina. Quando
ocorrem elevacdes da insulina plasmatica, devido ao aumento na glicemia, este hormonio
se liga ao seu receptor que por sua vez sofre uma modificacdo espacial resultando na
autofosforilagdo dos residuos de tirosina no interior do receptor. Essa autofosforilacdo
transforma o receptor em uma tirosinocinase ativa e transmite o sinal/informagdo da
insulina para a célula. Ao mesmo tempo, o aumento da concentracdo sangiliinea de
insulina desencadeia um influxo de cromo plasmatico em dire¢cdo ao interior das células
sensiveis a insulina. Este influxo resulta na ligacdo do Cr com a apocromodulina,
ocupando os quatro sitios de ligagdo antes vazios, dando origem & holocromodulina ou
Cry-cromodulina. A partir dai, a holocromodulina liga-se ao receptor de insulina,
provavelmente para auxiliar na manutencdo da conformacao ativada do receptor, o qué
amplifica a atividade autofosforilativa e aumenta o sinal da insulina. Quando esta funcao
deve cessar, a diminuicdo dos niveis de insulina plasmatica facilitam a relaxa¢do das
moléculas do receptor de insulina e a holocromodulina ¢ entdo enviada para o sangue. A
alta constante de ligacdo entre o Cr e a cromodulina sugere que uma vez unidos, o
mineral e o peptidio em questdo ndo sdo separados em nivel fisioldégico para serem
reaproveitados na formagdo da apocromodulina (DAVIS & VINCENT, 1997). Por
ultimo, a cromodulina ¢ eficientemente excretada na urina, talvez pela atuacdo da
proteina de transporte de ferro (Fe) conhecida por transferrina que pode ser a responsavel
pela manutencao das concentragdes de cromo plasmatico e pelo transporte de cromo aos

tecidos como resposta a presenca de insulina.

3.9.2 Cromo e o Metabolismo dos Carboidratos

Os primeiros indicios da participagdo do cromo sobre o metabolismo de
carboidratos datam de 1957 quando Schwarz & Mertz observaram que animais

apresentando certa resisténcia a glicose possuiam niveis diminuidos de GTF.

Posteriormente, Anderson (1987) demonstrou que sob a influéncia de Cr (quando este
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estd associado a insulina nos tecidos) a absor¢do, a utilizagdo para a lipogénese e a
oxidacdo da glicose, bem como a glicogénese tornam-se aumentadas. Entretanto, na
presenca de cromo isoladamente, ndo foi observado nenhum desses efeitos.

Existem relatos, em humanos, de que pacientes apresentando sintomatologia
semelhante a da diabetes tipo II, quando suplementados com cromo (200 — 1000 pg/dia)
obtiveram melhoras significativas em seu quadro geral: foram observados efeitos
benéficos sobre o colesterol, no controle da glicemia e nos niveis de insulina sérica,
indicando que diminuicao da tolerancia a glicose nos tecidos periféricos ¢ a alteragao
bioquimica primaria da deficiéncia de cromo (Anderson et al., 1996b). Entretanto,
melhoras no quadro clinico ndo foram observadas em todos os casos, talvez em funcio da
possibilidade de que as reservas de cromo nestes individuos estivessem em niveis
satisfatorios ou adequados ou devido ao envolvimento de fatores etiologicos
concorrentes. O cromo possui a capacidade de aumentar ou potencializar a atividade da
insulina, mas nao substitui este hormonio (NRC, 1997).

Em concordancia a Anderson et al. (1996b), Jeejeebhoy (1999) ao estudar
pacientes submetidos a dieta parenteral total e que por isso estavam suscetiveis a
deficiéncia de cromo, verificou que seus objetos de estudo apresentavam uma sindrome
de hiperglicemia ndo responsiva a insulina, mas cujo quadro era revertido apos a
administracdo i.v. de Cr. Deste modo, o pesquisador levanta a hipdtese de que o cromo
pode apresentar algum tipo de propriedade farmacologica que seja independente de
qualquer deficiéncia nutricional, uma vez que mesmo em pacientes com altas
concentragdes de cromo sérico, o tratamento apresentou resultado satisfatorio.

No campo da nutricdo animal, as repostas a suplementacdo de cromo tém sido
variaveis. Estudo realizado com suinos demonstrou aumento na glicemia apds a
suplementagdo durante 21 dias com 200 ppb de CrPic (ARAUJO et al., 2007). Ao
contrario, Page et al. (1993) e Amoikon et al. (1995) ndo constataram aumento da glicose
sérica em suinos alimentados com rag¢des contendo diferentes niveis de CrPic em
enquanto que Lien et al. (2001) e Van de Ligt et al. (2002) relataram diminuicao da
concentracdo de glicose plasmatica em suinos em jejum que foram suplementados com
200 ppb de CrPic.

Bezerros em lactacdo suplementados com 0,4 mg de Cr/kg de dieta sob a forma de
cloreto de cromo apresentaram forte diminuicao das concentragdes de glicose plasmatica

em 15 a 180 minutos apds a infusdo intravenosa de insulina quando comparado com os
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controles (KEGLEY et al., 1997). O mesmo efeito foi obtido em bezerros que receberam
um complexo de cromo-acido nicotinico, porém a redugdo dos niveis de glicose sérica
ocorreram somente apos 90 a 180 minutos do desafio com a insulina (KEGLEY et al.,
1997). Esses autores creditam a diferenga das concentragdes de glicose entre animais
controle e tratados com cromo ao aumento da sensibilidade a insulina exégena ou a um
aumento do tempo de acdo da insulina nos animais que receberam cromo na dieta.

Em bovinos com o ramen funcionalmente ativo, a suplementacao de cromo (0,4
mg de Cr/kg de dieta) sob diferentes formas (cromo-acido nicotinico, levedura com alto
teor de cromo ou cloreto de cromo) ndo afetou a depuragdo de glicose apds a
administracao i.v. desta substancia (KEGLEY & SPEARS, 1995).

Embora McClary et al. (1988) tenham verificado que durante a gestagdao adiantada
vacas primiparas podem ser mais resistentes a insulina que as multiparas, Subiyatno et al.
(1996) verificaram que vacas primiparas suplementadas com cromo amino-quelado
apresentaram melhora na sensibilidade a insulina com base na diminui¢do da relacdo
insulina/glicose séricos, mas nao detectaram diferencas na taxa de depuracao da glicose
em seguida a um teste hiperglicémico em vacas suplementadas ou nao com cromo.

Em experimento realizado por Sano et al. (1999), ovinos cruzados (Corriedale X
Suffolk) receberam administragdo concomitante de insulina e glicose i.v. a fim de se
analisar modifica¢des na responsividade e sensibilidade tecidual a insulina e a glicose
além de estudar a cinética destas duas substincias sob a influéncia do Cr. Entretanto,
nenhuma diferenca digna de nota foi observada entre os animais que nao receberam Cr
suplementar e aqueles que receberam suplementagdo na dose de 0,5 mg de Cr/kg de dieta
a partir de um composto de leveduras.

Kitchalong et al. (1995) conduziram testes de tolerancia a glicose e de infusao i.v.
de insulina em ovinos recebendo suplementagao de 250 pg de Cr/kg de dieta sob a forma
de picolinato de cromo e ndo constataram qualquer alteracdo significativa em relagdo aos
animais controle nos niveis plasmaticos de insulina ou glicose. Diferentemente, Gentry et
al. (1999), ao testarem dois niveis de proteina dietética associados a 400 ppb de Cr na
forma de CrPic em ovinos Suffolk por 84 dias, verificaram diminuicdo nas taxas de
depuragdo de glicose nos animais que receberam alta proteina, mas ndo nos animais que

foram alimentados com baixa proteina dietética.
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3.9.3 Cromo e o Metabolismo dos Lipidios

Diversos estudos sugerem que o cromo ¢ necessario para o metabolismo normal
de lipidios e para a reducdo da prevaléncia de aterosclerose. De acordo com alguns
estudiosos, a suplementacdo com este elemento-traco reduz as concentragdes totais de
colesterol, aumentando a propor¢do de HDL (RIALES & ALBRINK, 1981;
ANDERSON, 1995) e diminuindo a propor¢ao de LDL e triacilglicer6is (LEFAVI et al.,
1993; ANDERSON, 1995). Contudo, Anderson (1987) indica que os efeitos da
suplementagdo de cromo em humanos nem sempre € consistente, e de acordo com Lefavi
et al. (1993) os efeitos deste mineral sobre o metabolismo lipidico sdo independentes dos
efeitos sobre o metabolismo da glicose.

Amoikon et al. (1995) suplementando suinos com diferentes niveis de CrPic
verificaram aumentos no colesterol plasmatico enquanto que Page et al. (1993) relataram
reducdo no colesterol total de suinos suplementados com o mineral sob a forma de
picolinato de cromo.

Em um experimento utilizando bezerros como modelo animal verificou-se que
durante as primeiras 5 semanas de idade a suplementacdo de cromo na dose de 1 mg/kg
de dieta na forma de CrPic diminui as concentragdes plasmaticas pré-prandiais de acidos
graxos ndo-esterificados, corroborando aos efeitos promovidos pela insulina de estimular
e inibir a lipogénese e a lipdlise respectivamente, no tecido adiposo (DEPEW et al.,
1998).

Bunting et al. (1994) ndo observaram efeitos da suplementacdo de tripicolinato de
cromo sobre as concentragdes de 4cidos graxos livres no plasma de bezerros em
crescimento, porém as concentragdes de colesterol plasmatico diminuiram em alguns dos
animais-teste. Entretanto, os dados obtidos por Wolf et al. (1993) vao de encontro aos
dados relatados pro Bunting et al. (1994): a suplementacdo de cromo polinicotinato
elevou as concentragoes séricas de colesterol em bovinos em terminagao.

Apo6s a infusdo de propionato i.v. em vacas, as concentracdes séricas de acidos
graxos nao-esterificados foram menores nos animais que receberam suplementacao com
cromo (0,5 mg de Cr/dia) em comparacdo aqueles que ndo a receberam (SUBIYATNO et
al. 1996).

Kitchalong et al. (1995) relatam uma diminui¢do de 17% na concentracdo total de

colesterol circulante em ovinos nas primeiras 2 semanas de suplementagdo com cromo

21



(250 pg de Cr/kg de dieta na forma de CrPic), fato este ndo verificado nos mesmos
animais ap6s 7 ou 11 semanas de suplementa¢do. Em adi¢do, os mesmos pesquisadores
verificaram quedas de 21,7% nas concentracdes séricas de &cidos graxos ndo-

esterificados nos animais suplementados com Cr.

3.9.4 Cromo e o Metabolismo de Proteinas

O cromo esta envolvido no metabolismo protéico devido ao papel exercido pela
insulina na absor¢do de aminoacidos nos tecidos. Segundo Vernon & Sasaki (1991), a
insulina desempenha profunda influéncia sobre a sintese protéica. Assim, visto que a
sensibilidade a insulina pode ser diretamente afetada pelo cromo, a sintese proteica
também pode ser.

A uréia e a albumina plasmaticas se mostraram bons indicadores do status de
nitrogénio (N) corporal (LABORDE et al., 1995) e portanto foram utilizados por diversos
pesquisadores para mensurar o balango protéico em vdarios organismos. Assim, a
suplementagdo de cromo aumentou a incorporagao de aminodcidos nos tecidos de ratos
(ROGINSKI & MERTZ, 1969) e Kitchalong et al. (1995) ndo verificaram qualquer
variagdo nos indicadores de balanco do N por influéncia do CrPic. Resultados
semelhantes foram relatados por Gentry et al. (1999): ndo houve diferenca nas
concentragdes de parametros mensurados no plasma sangiiineo como a uréia, a albumina,

proteinas totais e creatinina entre os animais suplementados ou ndo com cromo.

3.9.5 Cromo e o Metabolismo de Acidos Nucléicos

Em seu estado de oxidagdo trivalente, o cromo esta envolvido na integridade
estrutural e expressdo da informagdo genética nos animais. A liga¢do entre o cromo € 0s
acidos nucléicos ocorre com maior afinidade do que com outros ions metalicos (OKADA
et al., 1982). Este mineral tem papel protetor sobre o RNA, atuando contra a desnaturagao
por calor (NRC, 1997). Além disso, verificou-se que ha certa concentracdo de cromo no
nucleo de células animais e foi demonstrado que o cromo aumenta a sintese de RNA in
vitro (OKADA et al., 1982) e in vivo (OKADA et al., 1983) em camundongos,
corroborando a hipoétese de que o cromo estd envolvido no funcionamento da expressao

génica.
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Em oposi¢do, muitos artigos cientificos abordam os possiveis efeitos nocivos do
cromo, especialmente do Cr'®, sobre o material genético. Destaque para: Blasiak et al.
(1999), ATSDR (2000) e Cieslak-Golonka (1995). Bagchi et al. (2002) relatam a
ocorréncia de fragmentacdo do DNA em células tratadas com picolinato de cromo
enquanto Vincent (2003a) chama atenc¢do para possivel associacdo do CrPic com danos

indiretos ao DNA.

3.9.6 Cromo e Produc¢do Animal

O aporte adequado de elementos-traco ¢ essencial para a manutengdo de um nivel
otimo de crescimento e desempenho animal (SOLAIMAN et al., 2006). A atividade
pecuaria voltada para a produg¢do de carne leva em consideragdo como principais
parametros de avaliacdo do desempenho produtivo o peso final do animal, o ganho médio
em peso diario (GMD), o consumo alimentar e a eficiéncia alimentar. Porém outros
parametros que envolvem andlises quantitativas e qualitativas do produto final também
sao utilizados para avaliar a eficiéncia e desempenho animal.

Alguns experimentos visando avaliar a influéncia da suplementacdo de Cr sobre
os parametros produtivos foram realizados principalmente com bovinos, ovinos € suinos.
Contudo os resultados mostraram-se variaveis, mesmo se comparados intra-espécies. Isto
pode estar relacionado a hipdtese levantada por alguns pesquisadores envolvidos no
estudo do cromo que apontam a presenca de fator estressante (longas viagens, exercicios
prolongados e restrigdo alimentar entre outros agentes estressores) como componente
essencial para a ocorréncia de resultados benéficos ao desempenho produtivo associados
a suplementacdo do mineral (CHANG & MOWAT, 1992; MOONSIE-SHAGEER &
MOWAT, 1993; KEGLEY et al., 1997).

Kitchalong et al. (1995) verificaram que o CrPic ndo afetou o ganho médio diario
em peso nem o consumo diario de matéria seca em ovinos em crescimento. Resultados
semelhantes foram descritos por Samsell & Spears (1989) e Bunting et al. (1994) que
utilizaram em seus estudos ovinos e vacas leiteiras respectivamente. Em contraste,
experimento conduzido por Moonsie-Shageer & Mowat (1993) demonstrou que a
suplementagdo de Cr pode melhorar o desempenho no que se refere ao GMD e consumo
diario de matéria seca em bovinos de corte submetidos a longas viagens (mais de 26

horas). Chang & Mowat (1992) verificaram que a suplementa¢ao de Cr para bovinos
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estressados devido a transporte prolongado seguido da alocacdo em baias com 2,5
m?/animal apresentou efeito positivo sobre o ganho médio didrio em peso e sobre a
eficiéncia alimentar enquanto Gentry et al. (1999) relataram aumentos no GMD, na
ingestdo de matéria seca e na eficiéncia alimentar nos animais que receberam alta
proteina dietética associado a suplementagdo de Cr. Entretanto, neste mesmo
experimento, o peso da carcaca, do coracdo e da gordura pélvica ndo foi afetado pela
suplementagao de cromo.

O ganho médio diario em peso de bezerros recebendo sucedanio nao foi afetado
pela suplementacdo de 1 mg de cromo/kg de dieta sob a forma de CrPic (DEPEW et al.,
1995). De maneira semelhante, Kegley et al. (1997) ndo verificaram alteragdes no
desempenho produtivo quando bezerros lactentes foram suplementados com 0,4 mg de
Cr/kg de dieta tanto sob a forma de cromo-acido nicotinico quanto de cloreto de cromo.

As mensuragdes de area do musculo longissimus dorsi e da quantidade de gordura
de cobertura em bovinos também nao foram influenciadas pela suplementacdo de cromo
(WOLF et al., 1993; CHANG et al., 1992). Contudo, as carnes oriundas de bovinos
suplementados com diferentes niveis de Cr receberam classificagdes qualitativas
melhores em relagdo as carnes provenientes de animais nao suplementados em virtude do
aumento da gordura de marmoreio (CLAEYS et al., 1994).

A composicdo do leite também mostrou-se inalterada em virtude da
suplementagao de Cr (YANG et al., 1996; BESONG et al., 1996). Porém, Yang et al.
(1996) suplementando a dieta de vacas primiparas e multiparas com Cr, verificaram que a
producdo leiteira das vacas primiparas era aumentada, mas ndo a produgdo das
multiparas.

Com suinos, o Cr demonstrou ter influéncia produtiva positiva em alguns estudos
enquanto em outros parece nao ter exercido qualquer efeito. Assim, Page et al. (1993)
relataram aumento na propor¢do de musculos na carcaca e redu¢dao na propor¢ao de
gordura corporal enquanto Amoikon et al. (1995) e Evock-Clover et al. (1993) nao

detectaram diferengas significativas no crescimento e desempenho de suinos.

3.10 Protozodrios Ruminais e a Suplementag¢do com Cr

O alimento ingerido pelo ruminante passa inicialmente pelos pré-estomagos, de

modo que os nutrientes presentes na dieta sdo primeiramente disponibilizados a
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microbiota destes 6rgdos. Essa microbiota ¢ capaz de utilizar os nutrientes dietéticos
gerando compostos que serdo posteriormente utilizados pelo animal hospedeiro em uma
relagdo reciprocamente benéfica. Estas interacdes ocorrem com maior intensidade no
interior do ramen. Assim, toda e qualquer modificacao na dieta pode alterar a complexa
interacdo ecoldgica dos microrganismos ruminais entre si e destes com o animal
hospedeiro, afetando positiva ou negativamente os processos digestivos, a eficiéncia
alimentar e em Ultima instancia a produ¢do animal.

Um dos parametros de elevado interesse cientifico e grande potencial modificador
dos processos fermentativos ¢ a quantidade e a espécie dos protozodrios ruminais
(VIEIRA, 1986). Estes sdo microrganismos unicelulares, anaerobios, que variam em
tamanho (20 a 200 um) e apresentam organizagdo interna complexa altamente
diferenciada (DEHORITY, 1993 apud ARCURI et al., 2006). Estao envolvidos na
manuten¢do do pH ruminal, na detoxificagdo de micotoxinas e na digestdo de particulas
vegetais (VIEIRA, 1986). Entretanto, embora os protozoarios ruminais tenham
importante papel sobre os processos digestivos do rimen e sobre a manutencao do bem-
estar e sanidade do hospedeiro (VIEIRA, 1986), existem evidéncias conclusivas de que
esses microrganismos ndo sao essenciais para a digestdo do ruminante (BECKER &
EVEREST, 1930). Deste modo, muitos experimentos vém tentando verificar o papel da
defaunacdo sobre diversos aspectos, como a producdo de 4cidos graxos volateis e a
producao de amonia.

Sabe-se que algumas substancias sdo toxicas aos protozoarios ruminais, sendo
conhecidas como agentes defaunantes. O cromo, embora nio esteja envolvido como tal,
pode desempenhar este papel visto que ¢ um metal pesado. Contudo ndo hé estudos
descritos na literatura nesse sentido. Assim, existe a possibilidade de que a
suplementagdo dietética de cromo interfira sobre a populacdo de protozoarios ruminais
que, por sua vez, tem agdo direta sobre a fermentagdo ruminal e conseqiientemente sobre

a produtividade animal.

3.11 Cromo e Imunidade

Alguns estudos indicaram que o Cr pode afetar a resposta imunitaria e a
resisténcia a doencas em bovinos (CHANG et al., 1996; BURTON et al., 1996; KEGLEY
et al., 1997; SPEARS, 2000) e ovinos (GENTRY et al., 1999). Entretanto, as respostas ao
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cromo suplementar t€ém sido muito varidveis e os fatores que podem contribuir com essas
variagoes estdo relacionados a falta de uniformidade entre os estudos em diversos fatores:
nos niveis corporeos iniciais de Cr dos animais, na quantidade de Cr disponivel na dieta
basal, na forma com a qual o cromo foi suplementado e no tipo ou grau de estresse aos
quais os animais foram submetidos no periodo préximo ou durante o experimento.

Os beneficios mais consistentes da suplementagdo de cromo sobre a imunidade
sao encontrados em animais que foram submetidos a estresses como longas viagens,
parto, desmame ou alta producdo de leite. Burton et al. (1993) afirmaram que
concentragdes reduzidas de cortisol no sangue de animais suplementados com Cr
implicam na melhora da resposta imunitdria. Somado a isto, um aumento na produgdo de
imunoglobulinas, nos titulos de anticorpos e na modulagdo da resposta inflamatoria
podem ser efeitos provaveis da suplementacdo de cromo (CHANG & MOWAT, 1992;
MOONSIE-SHAGEER & MOWAT, 1993; WRIGHT et al., 1994). Contudo, nem sempre
os resultados da suplementag¢do de cromo sdo satisfatorios, mesmo naqueles estudos que
utilizaram animais submetidos a estresses. Como exemplo, Chang et al. (1996) nao
verificaram efeitos benéficos sobre a sanidade ou parametros relacionados a prevaléncia
de mastite nos animais suplementados com o mineral. Kegley et al. (1997) afirmaram que
nenhuma das respostas imunes mensuradas durante o experimento (concentragdo sérica
de IgG e IgM, leucograma, hipersensibilidade cutanea devido a aplicacdo de
dinitroclorobenzeno) tanto antes como depois do estresse (transporte prolongado) e do
desafio com a inoculagdo intranasal de virus da IBR foram afetadas pelo Cr suplementar.
Arthington et al. (1997) também ndo verificaram qualquer diferenca significativa na
capacidade de fagocitose de neutrofilos, na proliferacdo de linfocitos estimulados por
mitdégenos, na concentragdo plasmatica de TNF-a e no leucograma dos animais

suplementados com o elemento.
3.11.1 Imunidade Celular

Grande parte dos estudos realizados com a finalidade de se investigar os efeitos
do cromo sobre a imunidade celular foram baseados na habilidade de proliferagdo dos

linfocitos em resposta a estimulagdo com mitégenos. Contudo, alguns autores sugerem a

investigacao dos possiveis efeitos diretos do Cr sobre os diversos subgrupos de linfocitos
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T, linfécitos B e mondcitos no intuito de se determinar o exato mecanismo de agdo do
cromo sobre a imunidade celular.

Burton et al. (1993) demonstraram que os linfocitos periféricos de vacas leiteiras
suplementadas com 0,5 mg de Cr/kg de dieta sob a forma de quelato de cromo durante o
periodo aproximado de 22 semanas (6 semanas antes da data esperada do parto até a 16*
semana poOs-parto) apresentaram resposta blastogénica aumentada a estimulagdo com
concanavalina A (Con A). Neste mesmo experimento, a adi¢do de cromo a dieta evitou o
decréscimo na resposta blastogénica observada nos animais controle duas semanas pré-
parto. Em outro estudo, a adi¢do de soro sangiiineo proveniente de vacas suplementadas a
culturas de linfécitos isolados de vacas controle, também aumentou a proliferacdo dos
linfécitos quando induzidos por Con A (Burton et al., 1995) e tal proliferacdo nao parece
estar relacionada as concentragdes de insulina ou de outros hormoénios presentes no soro
das vacas suplementadas.

Adigao direta de Cr sob a forma de aminoacido quelatado ou CrCl; aos linfocitos
obtidos de animais nao suplementados também aumentou a resposta blastogénica a
estimulagao com Con A (CHANG et al., 1994; 1996).

Em bezerros estressados (devido ao transporte e chegada num novo local), a
suplementagdo de Cr quelatado (0,14 mg/kg de dieta) aumentou a proliferacdo de
linfécitos in vitro provenientes de animais com sinais de doenca (verificada através da
inspecao visual e temperatura retal), mas ndo provocou o mesmo efeito em animais
aparentemente saudaveis (CHANG et al., 1994). Em contraste, a suplementacao de Cr (3
mg/dia sob a forma de levedura) ndo afetou a proliferacdo de linfécitos obtidos de
animais previamente inoculados com o herpesvirus-1 bovino, mesmo apds indu¢do com
mitégenos (Con A, fitohemaglutinina ¢ PWM — mitoégeno derivado da Phytolacca
americana, planta popularmente conhecida como “tintureira”) (ARTHINGTON et al.,
1997). Outros estudos em bovinos ndo verificaram efeitos da suplementacao de Cr (0,4
mg/kg de dieta sob as formas de CrCls, complexo de Cr-acido nicotinico ou levedura) na
proliferagdo estimulada por fitohemaglutinina (PHA) ou PWM (KEGLEY & SPEARS,
1995; KEGLEY et al., 1996).

Os efeitos do cromo sobre a imunidade mediada por células também foram
avaliados in vivo pela mensuragdo da sensibilidade cutanea (utilizando um paquimetro)
apoés a aplicagdo percutanea de dinitroclorobenzeno (DNCB) ou injecao intradérmica de

PHA. Em bezerros submetidos a transporte prolongado e sensibilizados com DNCB, a
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suplementagdo de Cr ndo afetou a resposta inflamatéria (MOONSIE-SHAGEER &
MOWAT, 1993; KEGLEY et al., 1997), mas em contrapartida, a adi¢gdo de 0,4 mg de
Cr/kg de dieta (na apresentacdo de CrCl; ou complexo de Cr-acido nicotinico) aumentou
a resposta inflamatoria a inje¢ao intradérmica de PHA em bezerros que recebiam um
substituto do leite (KEGLEY et al., 1996).

Poucos experimentos avaliaram os efeitos do cromo sobre a produgdo de
mediadores da inflamagao. Porém, resultados de alguns estudos iniciais sugerem que o Cr
possui uma funcdo como imunomodulador, apesar de nao ter interferido positivamente na
producdo de citocinas: células mononucleares provenientes de vacas leiteiras
suplementadas com 0,5 mg de Cr/dia com quelato de Cr produziram baixas concentragdes
de interleucina-2 (IL-2), interferon-y (IFN-y) e fator de necrose tumoral-a (TNF-a) ap6s a
estimulagdo com Con A em relacdo as células oriundas de vacas controle (que nado
receberam suplementacdo de Cr) (BURTON et al., 1996). Entretanto, em outro estudo, as
concentragdes de TNF-a ndo foram afetadas pela suplementacdo de Cr (na forma de
levédo) em animais antes ou apds a inoculagdo de herpesvirus-1 bovino (ARTHINGTON
etal., 1997).

Nao existem evidéncias de que o cromo seja capaz de alterar a capacidade dos
fagocitos em destruir ou fagocitar os microrganismos. Neutréfilos isolados de vacas
leiteiras suplementadas com 0,5 mg de Cr/kg de dieta e neutréfilos isolados de vacas ndo
suplementadas com Cr apresentaram a mesma capacidade fagocitica em ensaios de
fagocitose (CHANG et al., 1996). De maneira semelhante, a adigao de levedura a dieta de
bezerros ndo alterou a habilidade dos neutréfilos em eliminar Staphylococcus aureus
(ARTHINGTON et al., 1997).

Em ovinos, Gentry et al. (1999) mensuraram a resposta proliferativa dos linfécitos
periféricos e verificaram que os animais alimentados com dietas de alta concentragao
protéica (100% dos requerimentos estabelecidos pelo NRC/1985) e suplementados com
Cr apresentaram uma resposta aumentada a incubagdo com 4 pg/mL de PHA. Entretanto,
a proliferacao dos linfocitos provenientes de animais alimentados com dietas de baixa
concentracdo de proteinas (80% dos requerimentos estabelecidos pelo NRC/1985),
mesmo suplementados com Cr, apresentou as menores taxas. Contudo, nesse experimento
os autores ndo mensuraram a quantidade de cromo presente na dieta base, o que pode ter

influenciado de maneira significativa nos resultados.

28



3.11.2 Imunidade Humoral

Os efeitos do cromo dietético sobre a imunidade humoral tém sido avaliados pela
quantificagdo da producdo de anticorpos especificos apds a inoculacdo de uma proteina
ou vacina. Burton et al. (1993) verificaram que tanto as respostas humorais primarias
como as respostas humorais secundarias a albumina do ovo foram maiores no grupo de
animais suplementados com 0,5 mg de Cr quelatado/kg de dieta. E importante ressaltar
que este resultado foi obtido utilizando-se vacas no periodo préximo ao parto e que,
portanto, estavam submetidas ao estresse: a primeira inoculagdo ocorreu 2 semanas pré-
parto e a segunda, 2 semanas pods-parto. Nesse mesmo estudo, os animais foram
desafiados com eritrocitos humanos, mas a adicdo de cromo a dieta ndo afetou a resposta
humoral a esse antigeno.

Em animais submetidos a estresse fisico e metabolico devido ao transporte e a
restricdo alimentar, a suplementa¢cdo de cromo (0,2-1,0 mg/kg de dieta durante 30 dias
sob a apresentacao de levedura) aumentou a resposta primdria de anticorpos, mas nao a
resposta secundaria aos eritrocitos humanos (MOONSIE-SHAGEER & MOWAT, 1993).
Em contraste, a adicdo de 0,4 mg de Cr/kg de dieta na forma de 4cido nicotinico
aumentou a resposta de anticorpos especificos contra os eritrocitos de suinos (KEGLEY
et al., 1996). Em adi¢do, Burton et al. (1994) verificaram que a suplementagdo de Cr na
forma de quelatos de cromo 6 dias antes e 28 dias apds a vacinagao aumentou os titulos
séricos de anticorpos contra o virus da rinotraqueite infecciosa bovina (IBR), mas nao

contra os virus da parainfluenza tipo 3.

3.11.3 Resisténcia a Doencas

Os efeitos do cromo dietético sobre as respostas fisioldgicas t€ém sido avaliados
tanto em infec¢des naturais quanto em desafios experimentais. Os estudos realizados com
infec¢des naturais, normalmente tém utilizado bovinos estressados pelo transporte
prolongado ou restri¢ao alimentar, onde se verifica uma maior prevaléncia de doencas
respiratorias. Nesses casos, a suplementacdo de cromo reduziu a morbidade em alguns
estudos como os de Moonsie-Shageer & Mowat (1993), Mowat et al. (1993) e Lindell et
al. (1994), mas ndo em outros estudos como aqueles realizados por Chang & Mowat

(1992), Chang et al. (1995) e Mathison & Engstrom (1995).
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Em desafios experimentais, iniciou-se a suplementagdo de cromo 49-75 dias antes
do desafio e os animais suplementados com 0,4 mg de Cr/kg de dieta (na forma de acido
nicotinico ou CrCl;) apresentaram tendéncia de menor temperatura corporal apos a
inoculagdo intranasal de virus da IBR seguido por inoculacao de Pasteurella haemolytica
intratraqueal 5 dias mais tarde (KEGLEY et al., 1996). A suplementacdo de 0,4 mg de
Cr/kg de dieta sob a forma de &cido nicotinico nos 56 dias anteriores ao inicio do
estimulo estressante (transporte) ndo afetou a temperatura retal ou o consumo voluntario
de bezerros desafiados com virus da IBR (KEGLEY et al., 1997). Em adicdo, a
temperatura retal de bezerros desafiados com herpesvirus bovino tipo 1 nio apresentou

diferengas devido a adi¢do de cromo (ARTHINGTON et al., 1997).
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RESUMO

O presente trabalho foi desenvolvido com objetivo de determinar a influéncia da
suplementagao de cromo (Cr) dietético sobre o desempenho produtivo, populagdo de
protozodrios ruminais € resposta imunitaria em ovinos. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com quatro tratamentos e seis repetigdes. Para tanto foram
utilizados 24 ovinos inteiros da raca Santa Inés com peso vivo médio inicial de 22,89 +
2,23 kg e idade aproximada de trés meses e 15 dias distribuidos em quatro tratamentos
com niveis crescentes de cromo suplementar na dieta sob a forma de picolinato de cromo
(CrPic): placebo; 0,250; 0,375 e 0,500 mg de Cr/dia. A duragdo do experimento foi de 99
dias, dos quais os 15 primeiros dias foram destinados a adaptagdo as instalagdes e ao
alimento a ser fornecido durante o experimento (feno de Panicum maximum cv Massai e
concentrado composto por 85% de farinha de mandioca, 11,5% de sal mineral e 3,5% de
uréia). A suplementacdo com cromo foi feita durante os 84 dias restantes. Durante o
periodo experimental os animais permaneceram confinados em baias individuais. A
quantidade de alimento oferecido foi mensurada diariamente enquanto o controle da
quantidade de sobras foi realizado trés vezes por semana. As pesagens dos animais foram
realizadas quinzenalmente. Amostras de liquido ruminal foram colhidas no primeiro dia e
nos dias 21, 43, 63 e 84 do experimento para quantificacdo de protozoarios ruminais. Nos
dias 28° e 56° de experimentagdo, os cordeiros foram desafiados com aplicacdo
intramuscular de albumina de ovo para posterior quantificagdo de IgG sérica especifica.
Avaliagao da imunidade celular foi feita por teste cutaneo de hipersensibilidade retardada
utilizando fitohemaglutinina (PHA). O Cr suplementar ndo apresentou efeito significativo
(P>0,05) sobre o desempenho produtivo e imunidade humoral, mas afetou negativamente
(P<0,05) a populagdo de protozodrios ruminais € a resposta imunitaria celular dos ovinos.

Palavras-chave: Anticorpos, Cordeiros, Linfocitos, Nutricdo
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Effects of Chromium (Cr) Supplementation on Performance,

Ruminal Protozoa and Immune response of Lambs

ABSTRACT

The effect of chromium supplementation on performance, ruminal protozoa and
immune response of lambs was investigated using 24 lambs of Santa Inés breed with
inicial average weight of 22.89 + 2.23 kg. The lambs were assigned in four treatments
with different levels of chromium picolinate (CrPic): placebo, 0.250, 0.375 and 0.500 mg
of Cr/day. The lambs were kept in individual pens during two weeks for adaptation and
84 days for chromium supplementation and were feed with Panicum maximum cv Massai
hay and concentrate (85% of cassava flour, 11.5% of mineral salt and 3.5% of urea). The
control of quantity of food offered was measured daily and the control of orts was taken
three times a week. The lambs were weighted every two weeks. Samples of ruminal
contents were taken in the first and at 21%, 43", 63" ¢ 84" days of experiment to quantify
the protozoa population. On day 28 and 56, the lambs were injected with chicken
ovalbumin. Serum samples were subjected to an ELISA tests in order to measure the
antibody production to chicken ovalbumin. The cell-mediated immune response was
determined by a delayed type hipersensibility test (DTH) using phytohemagglutinin
(PHA). The performance and humoral immunity were not affect by CrPic
supplementation on lambs (P>0.05), but impaired the rumen protozoa population and the

cellular immunity (P<0.05).

Key-words: Antibodies, Lambs, Lymphocytes, Mineral, Nutrition
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1. INTRODUCAO

Pouco se sabe sobre a atuacdo do cromo (Cr) no desempenho produtivo dos
animais de producdo, tanto no que se refere aos mecanismos de ag¢do desse mineral
quanto em relacdo ao resultado final de sua suplementacdo sobre o organismo animal. O
principal papel fisiologico do cromo ¢ potencializar a agdo da insulina ao facilitar a
interacdo entre esta substancia e seus receptores (NRC, 1997) e assim o metabolismo
protéico, lipidico e de acidos nucléicos também podem ser sensiveis a suplementagao de
cromo (ANDERSON, 1987) o que reflete tanto na manuten¢do de processos vitais quanto
na produtividade animal. Sabe-se que algumas substancias sdo toxicas aos protozoarios
ruminais. O cromo, embora ndo esteja envolvido como agente defaunante, pode
desempenhar este papel visto que ¢ um metal pesado.

Por outro lado, a suplementacdo de Cr tem mostrado resultados controversos
quando avaliada sob o ponto de vista imunitario: muitos trabalhos relatam efeitos
positivos da suplementacdo com o mineral (MOONSIE-SHAGEER & MOWAT, 1993;
CHANG & MOWAT, 1992) enquanto outros descrevem ndo haver influéncia deste
elemento-trago sobre os parametros imunitdrios (ARTHINGTON et al., 1997; KEGLEY
et al., 1997). Assim, definir a influéncia da suplementagdo de cromo sobre os parametros
imunitarios e produtivos podera fornecer mais uma ferramenta no combate as diversas
enfermidades e auxiliara na busca por maior produtividade.

No intuito de progredir nessa busca, o presente experimento teve por finalidade
investigar os efeitos da suplementagdo de cromo sobre o desempenho produtivo, sobre a
populacdo de protozodrios ruminais e também a influéncia do mineral na capacidade

imunitaria dos animais.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local

Este experimento foi desenvolvido no periodo de Julho a Outubro de 2007 no
Centro de Manejo de Ovinos da Fazenda Agua Limpa de propriedade da Universidade de
Brasilia — UnB e localizada no Nucleo Rural Vargem Bonita a aproximadamente 25 km
do centro de Brasilia - DF. O clima da regiao ¢ do tipo AW pela classificacdo de Koppen,
com temperatura média anual de 21,1 °C, tendo 16 °C e 34 °C como minima e maxima
absolutas, respectivamente. A precipitagdo anual média ¢ de 1.578,5 mm e a média anual

de umidade relativa do ar em 2007, foi de 72%.

2.2 Animais e Instalagoes

Foram utilizados 24 cordeiros machos inteiros da raga Santa Inés pertencentes ao
rebanho da Fazenda Agua Limpa — FAL/UnB. Os animais possuiam peso vivo médio
inicial de 22,89 + 2,23 kg e idade aproximada de trés meses e 15 dias. Antes do inicio do
experimento, todos os animais foram tratados com cloridrato de Levamisol p.o. (Fort
Dodge Ripercol-L®) na dose recomendada pelo fabricante ¢ receberam injegdo i.m. de
ferro (Tortuga Ferrodex®) e vitaminas A, D e E (Pfizer A-D-E®) nas doses recomendadas
pelos fabricantes além de serem submetidos a exame clinico, exame coprologico e
mensuragdo do hematdcrito a fim de evitar que animais doentes ou com parasitas
gastrintestinais iniciassem o experimento.

Os ovinos foram alocados em baias individuais medindo 1,40 x 2,10 metros,
protegidas das intempéries climaticas. No interior de cada uma das baias havia um cocho
para dgua, um para o volumoso e outro para o concentrado e a baia era recoberta com

cama para evitar o contato direto dos animais com o chao.

2.3 Manejo Alimentar, Adaptagdo e Tratamentos

Com base no peso vivo os 24 cordeiros foram distribuidos em quatro tratamentos

contendo seis animais. Os cordeiros eram alimentados duas vezes ao dia da seguinte
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maneira: pela manhd recebiam todo o concentrado composto de 85% de farinha de
mandioca, 11,5% de sal mineral e 3,5% de uréia e metade do volumoso constituido de
feno de Panicum maximum cv Massai sendo que a outra metade foi fornecida no periodo
da tarde, respeitando-se sobra de 10% (ad [libitum). As anélises bromatologicas dos
alimentos utilizados foram feitas de acordo com Silva & Queiroz (2006) e encontram-se
na Tabela 2. Para estas analises, foram tomadas vérias amostras, as quais foram

misturadas obtendo-se uma amostra composta.

Tabela 2. Composi¢ao bromatologica dos alimentos fornecidos aos ovinos em g kg'1
de matéria seca (MS).

_ Feno de Panicum maximum
Constituintes Concentrado

cv. Massai
Matéria seca (g/kg) 904,1 873,6
Fibra em Detergente Neutro (g’kg MS) 68,0 721,2
Fibra em Detergente Acido (g/kg MS) 32,4 408,5
Proteina (g/kg MS) 104,4 63,3
Extrato etéreo (g/kg MS) 7,4 24,3
Matéria mineral (g/kg MS) 105,4 67,3
Fosforo (g/kg MS) 6,1 1,0
Cromo (ppm) 0,025 0,0145

Com o desenvolvimento dos ovinos a quantidade inicial de 300g de
concentrado/animal/dia foi aumentada para 400g de concentrado/animal/dia, a partir do
42° dia de experimentacdo. O controle da quantidade de alimento oferecido foi diério, € o
das sobras, trés vezes por semana (segunda — quarta — sexta). A dgua foi consumida ad
libitum.

Os animais permaneceram confinados durante todo o experimento (99 dias) e
passaram por um periodo inicial de duas semanas para adaptagdo as novas condigdes.
Acompanhamento clinico foi realizado duas vezes durante o experimento e envolveu
auscultacdo pulmonar e de vias aéreas superiores, auscultagdo cardiaca, aferi¢do da
temperatura e avaliagdo de mucosas. O resultado destes exames apresentaram-se dentro
dos parametros normais. Deste modo, nenhum cordeiro apresentou sinais de doenca
durante o periodo experimental.

A suplementacdo de cromo foi feita pela ingestdo didria individual pela manha de
capsulas com concentragdes crescentes de picolinato de cromo (CrPic) nas seguintes
quantidades: placebo (tratamento Cr0); 0,250 mg de Cr (tratamento Crl); 0,375 mg de Cr
(tratamento Cr2) e 0,500 mg de Cr (tratamento Cr3).
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2.4 Colheita do Liquido Ruminal, pH ruminal e Contagem de Protozodrios Ruminais

Amostras de liquido ruminal foram colhidas no primeiro dia e nos dias 21, 43, 63
e 84 do experimento para quantificacdo de protozoarios do ramen. Nestes dias, 3 horas
apos terem recebido a dieta matinal, cerca de 15 a 20 mL de liquido ruminal foram
colhidos via es6fago por meio de sonda flexivel de silicone acoplada a bomba de vacuo.
O liquido foi imediatamente filtrado em gaze estéril e seu pH e temperatura foram
aferidos com o auxilio de peagdmetro modelo pH330i (WMW®). Posteriormente, o
liquido ruminal foi diluido em solu¢do de TBFS (Trypan Blue Formol Salina) na
proporc¢ao de 1:5 (vol/vol) liquido ruminal: TBFS e armazenado a 4° C para posterior
analise. A contagem de protozoarios ruminais ocorreu por microscopia de luz em
aumento de 400x utilizando-se um hemacitometro (cdmara de Neubauer). A Figura 2

ilustra o procedimento.

Figura 2. Protozoarios ruminais corados com solu¢io TBFS.

2.5 Determinac¢do do Cromo

Todas as determinagdes de cromo realizadas neste experimento foram feitas por
Espectrometria de emissdo atdmica indutivamente acoplada a plasma de argdnio em
espectometro de modelo Thermo Jarrell Ash IRIS/AP® - Laboratério de Quimica
Analitica de PlantassfCPAC/EMBRAPA. Estas amostras foram incineradas em mufla a
450 °C e posteriormente submetidas a digestdo cloridrica conforme descrito por Silva &
Queiroz (2006). A 4dgua consumida pelos animais foi analisada do mesmo modo, com a

ressalva de que por apresentar-se liquida nao foi necessario realizar a digestdo cloridrica.
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2.6 Desempenho Produtivo

Os cordeiros foram pesados quinzenalmente. O ganho médio diario em peso
(GMD) foi calculado com base na diferenga dos pesos inicial e final de cada um dos
animais dividida por 84 dias de experimentacdo. O consumo médio diario de matéria seca
(CMD) foi calculado através da diferenca entre a quantidade de alimento ofertada por dia
e da sobra de feno e concentrado recolhidos antes de uma nova refeicao, dividido pelo

namero de controles de sobra efetuados.

2.7 Resposta Imunitaria Humoral

Nos dias 28° e 56° de experimentagdo, todos os cordeiros foram desafiados com 2
mg i.m. de albumina de ovo (SIGMA® A5503) em 4 mL de mistura 1:1 (vol/vol) de
PBS:adjuvante incompleto de Freund (PIERCE® 77145). Tendo em vista o carater oleoso
do Adjuvante Incompleto de Freund, foi realizada uma forte agitacdo na seringa
momentos antes da injecdo visando aumentar as chances de reconhecimento do antigeno
pelo sistema imunitdrio. Nos dias 46° e 74° do experimento, foi colhido sangue em tubo
sem anti-coagulante que em seguida foi submetido a centrifugacao (1.700 rpm por 15
minutos) para separacao do soro sangiiineo. O soro foi armazenado a -18 °C até que se
procedessem as andlises dos titulos de IgG anti-albumina de ovo no Laboratorio de
Biologia Molecular/UnB através de método ELISA descrito por Minton et al. (1991) e
pormenorizado a seguir.

Placas plasticas de fundo chato (TPP® 92696) contendo 96 pogos foram
sensibilizadas (100 pL/pogo) com solucdo de ovoalbumina + PBS na concentracdo de 10
pg/mL e incubadas a 23 °C por 1 hora. Em seguida o contetido livre dos pocos foi
descartado e cada poco foi lavado 3 vezes com solucdo de PBST 0,1% (150 puL de
PBST/po¢o), procedimento este, conhecido por “lavagem”. A partir dai, procedeu-se com
o bloqueio da placa. Para tanto, cada pogo foi preenchido com 200 pL de gelatina a 3% e
permaneceram deste modo por 1 hora a 23 °C. Posteriormente, repetiu-se o procedimento
de lavagem com PBST 0,1% e em seguida os soros testes foram adicionados em triplicata
na diluicao de 1:20 (vol/vol) de soro:PBS. A placa foi incubada a 23 °C por 2 horas e
entdo foi submetida a mais um procedimento de lavagem. Em seqiiéncia, o anticorpo anti-
IgG de ovinos conjugado com fosfatase alcalina (PIERCE® 31360) diluido 1:10000

(vol/vol) anticorpo:PBS foi adicionado (100 pL/pogo) e a placa novamente foi submetida
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a incubagdo por 1 hora a 23 °C, quando recebeu a tultima lavagem com PBST, sendo
preenchida, em seguida, com solu¢gdo de APB (100 pL/poco) até que a solugdo de
revelacdo estivesse pronta (cerca de 3 minutos). Apos o descarte da solucio de APB
presente na placa, a solucdo de revelacdo composta por PNPP (PIERCE" 34047) ¢ APB
na propor¢do de 2 tabletes de PNPP para cada 10 mL de APB foi adicionada (100
uL/poco). A leitura das placas foi realizada por leitora da marca SGCQC® modelo ELx
800 em comprimento de onda de 405 nm, 60 minutos apds a adicdo da solucao de

revelagao.

2.8 Resposta Imunitaria Celular

Para avaliacao dos efeitos do Cr sobre a imunidade celular, foi realizado um teste
cutdneo de hipersensibilidade retardada utilizando fitohemaglutinina (INVITROGEN®
10576015) segundo a técnica descrita por Kegley & Spears (1995). No 22° dia de
experimentacdo a regido cervical no antimero direito do animal foi cuidadosamente
limpa, tricotomizada e desinfetada com &lcool 70%. Em seguida, um circulo com
diametro aproximado de 4 cm foi demarcado e a espessura da dobra de pele na regiao foi
mensurada 3 vezes com um paquimetro. Os valores obtidos foram anotados. A partir dai,
foi injetado (no centro do circulo) 100 pL de fitohemaglutinina (PHA) intra-dérmico e o
aumento da espessura da dobra da pele foi acompanhado em intervalos pré-determinados
de 15, 30, 60, 120, 240, 360, 1440 e 2880 minutos com auxilio do paquimetro, sendo que
a cada intervalo 3 medidas foram efetuadas, tendo seus valores anotados. A Figura 3

ilustra o procedimento.

Figura 3. Mensuracio da dobra de pele ap6s injecao intra-dérmica de PHA.
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2.9 Delineamento Experimental e Andlises Estatisticas

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com quatro
niveis crescentes de Cr suplementar (0; 0,25; 0,375 e 0,500 mg/dia) e seis repeticdes
cada.

A andlise dos dados foi feita através do Statistical Analysis System (SAS, 1999)
usando os procedimentos de regressdes polinomiais pertinentes com nivel de significancia a
5%.

Para a anélise dos dados referentes ao teste cutdneo de hipersensibilidade retardada
foram realizadas regressdes lineares baseadas nas mensuragdes de espessura de pele feitas
no decorrer do tempo para cada animal. Deste modo foi possivel confirmar o
comportamento linear de crescimento da espessura de pele em relagao ao tempo (0 minutos
ao pico em 1440 minutos pos-injecao). Em seguida, o coeficiente angular das equagdes de
retas obtidas por esse procedimento foram utilizadas na andlise de varidncia entre

tratamentos por regressao polinomial.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Consumo de Cromo e Desempenho Produtivo

A Tabela 3 apresenta o consumo médio de Cr por parte dos animais bem como os
dados referentes ao peso médio inicial (PI), peso médio final (PF), ganho médio diario
em peso (GMD), ganho em peso total (GT) e consumo médio didrio de matéria seca
(CMD) nos diferentes tratamentos. A ingestdo de Cr através da agua de beber foi
desprezivel, haja vista a deteccao de quantidades infimas de 6,8 ppb (0,0068 mg/L) de Cr
na agua fornecida aos animais.

A suplementacdo dietética de Cr sob a forma de CrPic nas doses de 0,250; 0,375 e
0,500 mg de Cr/dia ndo demonstrou efeitos significativos sobre os parametros de

desempenho produtivo mensurados: peso dos cordeiros, GMD, GT e CMD.

Tabela 3. Médias dos valores referentes ao consumo com base na matéria seca (MS)
e desempenho produtivo dos ovinos.

Tratamentos
(mg de Cr/dia) Regressao
Item 0,000 0,250 0,375 0,500 CV' (P=0,05)

Consumo de Cr (mg/kg de MS) 0,014 0,264 0,389 0,514
Consumo médio didrio (kg de MS) 0,923 0,798 0,863 0,797 12,68 NS

Peso inicial (kg) 23,600 22,570 22,200 23,180 10,10 NS
Peso final (kg) 30,167 29,067 29,367 29,600 8,29 NS
Ganho médio diario (kg) 0,078 0,077 0,085 0,076 21,61 NS
Ganho total (kg) 6,567 6,500 7,167 6,417 21,61 NS

ICV = coeficiente de variacao
NS = nao significativo

Embora os requerimentos dietéticos de cromo ndo estejam definidos, mesmo
porque a essencialidade deste mineral ainda nao ¢ unanimidade no meio cientifico, o
NRC (2005) estabeleceu que os niveis maximos toleraveis de Cr sdao: 3.000 mg de Cr/kg
quando na forma de 6xidos e de 100 mg de Cr/kg sob a forma de cloretos. Ainda que o
presente experimento tenha trabalhado com uma forma organica de Cr, e sabidamente
esta forma apresente maior capacidade de absor¢ao que formas inorganicas (STARICH &
BLINCOE, 1983), os niveis do mineral aqui empregado estiveram cerca de 1.000 vezes

abaixo dos limites impostos pelo NRC (2005). Pesquisas utilizando o Cr como
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suplemento alimentar para animais de producdo utilizaram diversas formas (organicas,
inorganicas e sintéticas) do elemento-trago como o cloreto de cromo, leveduras, cromo-
acido nicotinico, proteinato de cromo, metalosato de cromo e o picolinato de cromo em
diferentes modelos animais como os bovinos, suinos, ovinos e frangos. Contudo, nesses
experimentos os niveis de Cr dietético, independentemente de sua forma, ndo
ultrapassaram 1,0 mg de Cr/kg da dieta. Vale ressaltar que experimentos utilizando a
suplementagao de Cr realizados com ovinos (KITCHALONG et al., 1995; GARDNER et
al., 1998; GENTRY et al., 1999; MOSTAFA-TEHRANI et al., 2006), em sua maioria,
trabalharam com valores ndo inferiores a 0,2 mg de Cr/kg de dieta e ndo ultrapassaram o
nivel de 0,4 mg de Cr/kg da dieta, enquanto experimentos com bovinos (MOONSIE-
SHAGEER & MOWAT, 1993; BURTON et al., 1993; KEGLEY & SPEARS, 1995;
KEGLEY et al., 1996; ARTHINGTON et al. 1997; KEGLEY et al., 1997), que por sua
vez possuem massa corporal muito maior, mesmo em se tratando de bezerros, os niveis
de suplementacdo de Cr ndo foram além de 3,0 mg de Cr/kg da dieta. O experimento
realizado por Page et al. (1993) utilizou diversos niveis de Cr dietético (0, 25, 50, 100,
200, 400 e 800 pg/kg da dieta) sob a forma de CrPic e revelou que em alguns parametros
mensurados como o0 GMD e a propor¢do de musculos na carcaga, a suplementagao de 0,8
mg de Cr/kg da dieta apresentou efeitos positivos (elevacdo da area do musculo
longissimus dorsi) em menor intensidade quando comparado a niveis de suplementacio
um pouco menor (0,4 mg de Cr/kg da dieta). Mallard et al. (1999) faz referéncia a este
tipo de comportamento chamando-o de “zona de acdo biologica”, onde os padrdes de
resposta a elevagdes na concentracdo dietética de Cr atingem um pico e a medida em que
os niveis dietéticos continuam a aumentar além de um certo ponto, a suplementagdo passa
a apresentar efeitos positivos numa escala decrescente. Deste modo, com base em
experimentos anteriores, incrementos no nivel de suplementacdo de cromo além de 0,6
mg de Cr/kg da dieta ndo sdo indicados justificando a manipulacdo do mineral em niveis
entre 0,25 a 0,5 mg de Cr/dia utilizados no presente experimento e que forneceram
respectivamente 0,264 mg de Cr/kg da dieta, 0,389 mg de Cr/kg da dieta e 0,514 mg de
Cr/kg da dieta.

Em adigdo, o CrPic parece ndo exercer qualquer efeito sobre o apetite uma vez
que o consumo médio didrio também ndo foi afetado pela suplementa¢do do mineral.
Corroborando a isso, Kitchalong et al. (1995) e Mostafa-Tehrani et al. (2006) nao

detectaram alteragdes significativas no consumo de matéria seca por parte de ovinos
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suplementados com Cr e Page et al. (1993) relatam ndo haver diferenca no consumo
alimentar entre suinos que receberam ou ndo suplementacdo de Cr. Em oposicao,
Moonsie-Shageer & Mowat (1993) observaram aumento no consumo de matéria seca por
parte de bovinos quando suplementados com Cr.

Os resultados referentes ao CMD refletem diretamente sobre os parametros de
desempenho produtivo uma vez estes dependem grandemente daquele. Como ndo houve
diferenca significativa na ingestao de alimento, era de se esperar que também nao seriam
detectadas diferencas nos parametros produtivos pois o aporte de nutrientes foi
semelhante para todos os animais. Assim, apenas fatores individuais relacionados ao
metabolismo dos nutrientes ou fatores coletivos em virtude do tratamento seriam capazes
de modificar o aproveitamento dos alimentos, refletindo sobre o desempenho animal e
logicamente sobre a eficiéncia alimentar. Contudo esse nao foi o caso, demonstrando que
o CrPic ndo influenciou significativamente os indices de desempenho produtivo.

Outros estudos utilizando ovinos como modelo animal encontraram resultados
semelhantes. Por exemplo, Gentry et al. (1999) relataram que nenhuma diferenca
significativa sobre o GMD e peso da carcaga foi observada entre os tratamentos. Do
mesmo modo, Kitchalong et al. (1995) verificaram que o ganho médio diario de peso e a
média de peso final de ovinos Suffolk ndo foram influenciados pela suplementagdo de
0,250 mg de CrPic/kg de dieta. Em adicdo, estudo mais recente conduzido por Mostafa-
Tehrani et al. (2006) revela que nao houve diferenca significativa no peso final, ganho em
peso total ou na média de ganho em peso entre ovinos que receberam ou nao diversos
niveis de Cr dietético (200, 600 ou 1000 pg de Cr/kg da dieta) sob a forma de nicotinato
de Cr ou cloreto de cromo. Em nenhum destes estudos havia a presenga concomitante de
agentes estressores.

Com bovinos, a resposta a suplementagao de cromo mostrou-se variavel, de modo
que Chang & Mowat (1992), Moonsie-Shageer & Mowat (1993) e Kegley et al. (1997)
verificaram efeitos positivos da suplementacdo deste mineral sobre o ganho de peso
enquanto Bunting et al. (1994), Mathison & Engstrom (1995) e Swanson et al. (2000) ndo
observaram qualquer efeito positivo da suplementacao sobre este parametro. Contudo, ¢
importante destacar que condicdes estressantes estavam presentes nos experimentos
conduzidos por Chang & Mowat (1992), Moonsie-Shageer & Mowat (1993), Kegley et
al. (1997) e ausentes no trabalhos desenvolvidos por Bunting et al. (1994) e Swanson et

al. (2000).
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Respostas varidveis a suplementacdo de Cr também foram relatadas em
experimentos realizados com suinos. Page et al. (1993) verificaram elevagdes no ganho
de peso de animais suplementados com 0,050 e 0,200 mg de CrPic/kg de dieta porém
registraram decréscimos no mesmo parametro nos animais que receberam 0,100 mg desta
substancia/kg de dieta. Mooney & Cromwell (1997) observaram a interferéncia positiva
da suplementacdo de CrPic sobre o ganho médio em peso, mas ndo sobre a conversiao
alimentar. Por outro lado, Evock-Clover et al. (1993) e Amoikon et al. (1995) nao
detectaram diferengas significativas no crescimento e desempenho de suinos.

Assim, os resultados aqui apresentados, associados aos resultados obtidos por
outros pesquisadores (CHANG & MOWAT, 1992; MOONSIE-SHAGEER & MOWAT,
1993; KEGLEY et al., 1997) reforgam a idéia de que a melhora no desempenho
produtivo de animais suplementados com Cr esta condicionada a ocorréncia de periodos
de estresse uma vez que os resultados positivos da utilizacdo de Cr sobre o desempenho
produtivo ocorreram em sua maioria sob a influéncia de um estressor, seja ele uma longa
viagem, periodos de restri¢cao alimentar, alta demanda energética, alta carga de exercicios
fisicos, prenhez ou amamentagdo. Quando ndo ha a presenca de um fator estressor, a
suplementagdo com o elemento-traco parece ndo afetar de forma significativa o
desempenho animal como pode ser constatado no presente experimento. Isto pode estar
relacionado ao papel potencializador exercido pelo cromo sobre a insulina, pois na
presenca de um estressor, ou seja, quando ha elevada concentracdo sérica de cortisol, a
demanda metabdlica por carboidratos torna-se aumentada, elevando a glicemia. Com isto,
o Cr ¢ mobilizado para atuar junto a insulina e, em seguida, invariavelmente ¢ excretado
pela urina, elevando a concentragdo de Cr urinario e reduzindo a concentragdo de Cr no
organismo. No caso de um animal suplementado com o mineral, o Cr perdido via urina
seria reposto pelo Cr suplementar, suprindo a demanda organica pelo mineral. Em um
animal ndo suplementado, a acdo da insulina ficaria prejudicada em virtude da auséncia
de Cr na quantidade demandada pelo organismo. Assim, o aporte de glicose para as
c€lulas estaria diminuido, reduzindo a quantidade de energia prontamente disponivel a
estas, enquanto na auséncia de agente estressor, a demanda por Cr ndo se elevaria, de
maneira tal que o cromo suplementar ndo seria requisitado pelo organismo e, portanto, a

suplementagao seria dispensavel.
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3.2 pH Ruminal e Contagem de Protozodrios Ruminais

O pH ruminal n3o foi influenciado pelos tratamentos com valores médios de
6,476 = 0,279 estando dentro da variagdo normal. A Figura 4 apresenta os valores médios
de concentracdo de protozodrios ruminais das cinco colheitas de liquido ruminal por
tratamento. Houve relacdo linear negativa entre o consumo de Cr e a contagem de
protozoarios (p=0,0013), ou seja, quanto maior a suplementacao dietética de Cr, menor a

concentragdo de protozoarios ruminais.
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Figura 4. Concentracio de protozoarios ruminais em funcio do cromo suplementar.

Embora o cromo trivalente nao seja apontado como agente defaunante (NRC,
2006), o elemento ¢ um metal pesado e, portanto, possui potencial toxico podendo causar
danos ao material genético, interferir sobre fun¢des metabdlicas essenciais ou formar
compostos altamente reativos (MERRILL et al., 2001; HODGSON et al., 2004;
KLAASSEN, 2006; STOECKER, 2006) o que aumentaria o estresse oxidativo nestes
microrganismos ruminais levando-os a morte, ou prejudicando sua reprodugdo, o que
explicaria os efeitos observados aqui.

A manipulagdo da microbiota ruminal ¢ uma realidade e as pesquisas nesta
direcao devem levar em consideragdo que o ramen ¢ um nicho ecoldgico complexo onde

a sobrevivéncia de certos organismos dependem da existéncia de outros e a auto-
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regulagdo existente ¢ importante para o ruminante como um todo (MACKIE, 1997).
Assim, prejuizo na populagdo de protozodrios ruminais pode comprometer a sanidade e a
produtividade do animal hospedeiro por afetar o equilibrio ecologico no interior do
rimen. |

Dehoroty (2004) afirmou que a modificagdo mais importante em conseqiiéncia da
auséncia de protozodrios ruminais ¢ o aumento no niumero de bactérias no rimen, o que
pode, em ultima analise, refletir sobre o crescimento animal. Alguns estudiosos acreditam
que as proteinas provenientes de protozoarios possuam o mesmo valor bioldgico, mas que
tenham maior digestibilidade que as proteinas bacterianas (McNAUGHT et al., 1954;
DEHOROTY, 2004), embora apresentem menor taxa de passagem (DEHOROTY, 2004).
Em adi¢do, Chandhary et al. (1995) concluiram que a defaunagdao diminui a
degradabilidade de carboidratos estruturais, o que reduz a vantagem bioldgica dos
ruminantes de se alimentarem de pastagens.

Takenaka & Itabashi (1995) estudaram animais mono-defaunados e verificaram
que de acordo com a espécie de protozoarios extinta, hd um comportamento distinto das
bactérias indicando que mesmo a defaunacdo de uma determinada espécie provoca
alteracdes gerais na ecologia ruminal uma vez que a proliferacdo de determinado género
modifica as quantidades de substratos e metabolitos presentes no raimen. Deste modo, o
prejuizo sobre os protozodrios ruminais causado pelo cromo merece maiores

investigacoes.

3.3 Resposta Imunitaria Humoral

Os valores referentes a absorbancia em 405 nm de anticorpos IgG anti-albumina

de ovo sdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Valores médios de absorbancia no teste de ELISA.

Tratamentos

(mg de Cr/dia) Regressao
Absorbancia' % 0,000 0,250 0,375 0,500 CVz (P<0,05)
1° Desafio 0,4941 0,5013 0,5094 0,5202 11,57 NS3

2° Desafio 0,7938 0,8966 0,9308 0,9353 14,87 NS
10s valores foram mensurados em absorbancia a 405 nm
2CV = coeficiente de variacao
3NS = nao significativo
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Em nenhum dos dois desafios realizados foi observada relagdo significativa entre
as quantidades de IgG e os teores de CrPic dietético nos ovinos. Deste modo, a
suplementagao CrPic ndo melhorou a produgdo de IgG em resposta ao desafio imune.

O emprego de desafio imunitario para mensurar o efeito da suplementagdo com Cr
sobre a imunidade humoral ¢ um método relativamente bem difundido no meio cientifico.
Contudo, sua utiliza¢do tem ocorrido quase que exclusivamente em bovinos (MOONSIE-
SHAGEER & MOWAT, 1993; BURTON et al., 1993; KEGLEY & SPEARS, 1995;
KEGLEY et al., 1996) com resultados controversos da atuacao do Cr suplementar sobre a
producdo de anticorpos especificos. Na literatura consultada ndo foi observada o emprego
da albumina de ovo para averiguar o papel do Cr sobre a produgdo de anticorpos em
ovinos dificultando a discussao destes resultados com trabalhos da mesma espécie aqui
avaliada.

Em oposi¢do aos resultados obtidos no presente trabalho, Burton et al. (1993)
verificaram a ocorréncia de titulos aumentados de anticorpos contra albumina de ovo em
vacas leiteiras no periodo periparto ou em inicio de lactacdo que receberam dieta
suplementada com 0,5 mg de Cr quelatado/dia, mas nos mesmos animais, € sob as
mesmas condigdes, ndo foi detectada diferencas significativas na producdo de anticorpos
contra eritrocitos humanos. Moonsie-Shageer & Mowat (1993) observaram titulos
aumentados de anticorpos contra eritrocitos humanos 14 dias apds o desafio com o
imundgeno em bovinos submetidos a viagem por mais de 26 horas e que haviam sido
tratados com Cr nas doses de 0,2; 0,5 e 1 mg de Cr/kg da dieta. Em adi¢do, experimento
utilizando bovinos submetidos a viagem de curta distdncia (menos de 100 km)
demonstrou que a suplementagdo com levedura ou CrCl; ndo apresentou efeitos sobre os
titulos séricos de IgM e IgG em resposta a desafio por vacinacdo contra Pasteurella
hemolytica porém, quando sob a forma de nicotinato de Cr, a suplementagdo apresentou
resultado positivo sobre a producdo de IgG especifica para a vacina (KEGLEY &
SPEARS, 1995). Posteriormente Kegley et al. (1996) relataram que, em bezerros
lactantes que recebiam substitutos de leite como principal fonte alimentar, o titulo séricos
de anticorpos contra eritrdcitos suinos nao sofreu interferéncia da suplementacao de 0,4
mg de Cr/kg de dieta indepentemente das formas testadas (cromo-acido nicotinico ou
CrCl).

Resultados ainda mais intrigantes foram descritos por Kegley et al. (1997) ao

verificarem que em situagdes livres de agente estressor as concentracdes séricas de IgM
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ndo foram afetadas pela suplementagio de 0,4 mg de nicotinato de Cr/kg de matéria seca
da dieta, mas nos animais que foram suplementados com o elemento as concentragdes de
IgG no soro estiveram diminuidas. Entretanto, quando os mesmos animais foram
submetidos a transporte prolongado, efeitos da suplementacao sobre estes parametros nao
foram notados.

Diversos pesquisadores utilizando outras espécies animais suscitaram a
capacidade do Cr em modular a producdo de anticorpos embora poucos tenham se
arriscado a hipotetizar o mecanismo de a¢do pelo qual o Cr exerce sua influéncia. Isto
deve-se, em parte, aos resultados inconsistentes entre as pesquisas, de modo que alguns
estudos apontam a suplementacdo do mineral como algo positivo (MOONSIE-
SHAGEER, 1993; BURTON et al., 1993; KEGLEY & SPEARS, 1995) enquanto outros
relatam ndo haver diferenca entre a utilizacdo ou ndo do suplemento (KEGLEY et al.,
1996) ou até mesmo a ocorréncia de efeitos negativos (KEGLEY et al., 1997)

Segundo Mallard et al. (1999) as divergéncias relatadas na literatura quanto a
atuacao do Cr suplementar em relagdo a producdo de anticorpos especificos possui um
aparente comportamento antigeno-dependente no qual fatores como diferengas no tipo de
antigeno, na dose administrada, no adjuvante utilizado, na via de administragdo e a
historia prévia de exposicdo do animal interferem sobremaneira na produgdo de
anticorpos. Obviamente todos estes fatores exercem influéncia sobre a avaliacdo da
resposta imunitaria humoral, mas num desafio natural, os mesmos fatores também terao
relevancia na capacidade do individuo rechacar uma infeccdo. Assim, embora a
dificuldade em comparar os resultados entre experimentos persista, os resultados devem
ser considerados validos quando observados em uma situagdo especifica dentro de

populagdo em particular a exemplo do presente trabalho.

3.4 Resposta Imunitaria Celular

A Figura 5 ilustra as retas geradas por regressao linear das médias de crescimento
da dobra de pele dos ovinos em relacdo ao tempo decorrido apods a injecdo intradérmica

de fitohemaglutinina nos quatro tratamentos.

48



y =0,008x + 5,961

20 -+ R2=0,779
— 13 P=0,0037
E y = 0,006x + 5,403
£ 16 R?=0,817
% P=0,0020
& 14 y = 0,005x + 5,667 Controle
3 12 R?=0,622
@ P=0,0200 :
< 10 y = 0,004x + 5,302 0,250 mg de Cr/dia
a R?=0,701 ]
_g 8 P=0,0094 (0,375 mg de Cr/dia
6
2 =—(0,500 mg de Cr/dia
(7] 4 4
(]
Q.
g 2 -

O T T T 1
0 360 720 1080 1440

minutos

Figura 5. Relacio entre a espessura da dobra de pele apos a injecio de PHA,
(hipersensibilidade cutinea retardada) e o tempo.

A Figura 6 apresenta os coeficientes angulares associados ao crescimento da
dobra de pele apos a sensibilizagdo com o mitégeno. Houve diferenga significativa entre
os tratamentos (p=0,023) de modo que niveis crescentes de cromo na dieta implicaram

em respostas menos acentuadas ao teste de hipersensibilidade cutanea retardada.
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Figura 6. Relacio entre o teor de Cr consumido e os coeficientes angulares das retas
geradas a partir dos valores de dobra da pele apods injecao de PHA.
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Portanto, a suplementacdo dietética de CrPic a ovinos nos niveis de 0,250; 0,375 e
0,500 mg/dia afetou de forma negativa ao menos a capacidade de mobilizacdo de
linfécitos T frente a um desafio cutineo, haja visto que a fitohemaglutinina liga-se
especificamente a residuos de agucares nas glicoproteinas de superficie de células T, o
que resulta na ativagdo destes linfocitos (ABBAS & LICHTMAN, 2005). Uma vez
ativados, os linfocitos T tornam-se responsaveis pela producdo de sinais que irdo
culminar na efetivagdo da resposta imunitaria celular, em especial, na ativagdo de
macrofagos (ABBAS & LICHTMAN, 2005).

Experimento realizado por Burton et al. (1996) reforca os resultados apresentados
no teste de hipersensibilidade cutinea realizado no presente trabalho. Naquele estudo, as
cé¢lulas mononucleares provenientes de vacas leiteiras suplementadas com 0,5 mg de
Cr/dia produziram baixas concentragdes de IL-2, I[FN-y e TNF-a apos estimulacdo com
Con A. O TNF e o IFN-y s3o os principais responsaveis pelo extravasamento de
macromoléculas plasmaticas causadoras da induracdo e crescimento da dobra da pele nas
reacoes de hipersensibilidade cutanea retardada e estdo diretamente envolvidos na
resposta imunitaria celular desencadeada por linfocitos Tyl (ABBAS & LICHTMAN,
2005). Deste modo, ambos os experimentos revelam um provavel efeito imunossupressor
do Cr em relacdo a ativagdo ou diferenciacdo de linfécitos T, em especial, de linfocitos
Tul.

Contudo, o mecanismo de a¢do do cromo sobre o sistema imunitario permanece
desconhecido, mas diversos estudos investigaram os efeitos do Cr dietético sobre a
imunidade celular. Muitos desses estudos utilizaram ensaios in vitro de proliferagdo de
linfocitos em resposta a mitdgenos (CHANG & MOWAT, 1992; BURTON et al., 1993;
BURTON et al., 1996; ARTHINGTON et al., 1997; GENTRY et al., 1999) enquanto
outros empregaram o teste de hipersensibilidade cutanea retardada como ferramentas para
quantificar a resposta imunitaria celular (MOONSIE-SHAGEER & MOWAT, 1993;
KEGLEY & SPEARS, 1995; KEGLEY et al., 1997). Os dois testes possuem inimeras
vantagens e apresentam algumas desvantagens, porém a técnica in vivo tende a ser mais
fidedigna uma vez que sofre influéncia dos diversos fatores naturais envolvidos na
interacdo antigeno/animal. Exemplos desses fatores sdo a interferéncia da temperatura
ambiente, o estresse em virtude do manejo diario e o desafio constante de outros
antigenos que competem com o teste pelos recursos do sistema imunitario. Em oposigao,

o teste in vitro oferece um ambiente artificial: temperatura e disponibilidade de nutrientes
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sdo controlados pelo meio de cultura. Em adicdo, a proliferagdo in vitro sofre
interferéncia da auséncia dos fatores humorais necessdrios para uma resposta imune
efetiva, uma vez que o procedimento ¢ extracorporeo. Contudo, o conhecimento gerado
por ambas as técnicas devem ser levados em consideracao pois de uma forma ou de outra
refletem, pelo menos em parte, a capacidade imunitéria do individuo.

Utilizando o método in vitro, Gentry et al. (1999) relataram que, quando
incubados em meio contendo PHA (4 pg/mL), os leucdcitos mononucleares periféricos
provenientes de ovinos suplementados (0,4 mg de Cr/kg de dieta associado a alta
proteina dietética) mostraram indices de proliferagdo aumentados em contraste a células
colhidas de animais suplementados com Cr na mesma dose mas que eram tratados com
niveis protéicos baixos na dieta, indicando uma interagao entre o Cr e a proteina dietética.

Arthington et al. (1997) utilizaram ensaios de proliferagdo de linfocitos e testes
com Staphylococcus aureus previamente opsonizados para avaliar os efeitos do cromo
suplementar (3 mg de Cr/dia sob a forma de levedura) sobre a capacidade de
multiplicagdo de linfocitos e sobre a capacidade fagocitica de neutréfilos. Contudo,
ambos os parametros ndo foram afetados pela suplementagao com o elemento-traco.

Moonsie-Shageer & Mowat (1993) empregaram o dinitroclorobenzeno (DNCB)
para induzir uma resposta cutanea semelhante a resposta de hipersensibilidade retardada.
Porém, a suplementagdo com 0,2; 0,5 ou 1 mg de Cr/kg de dieta ndo influenciou as
reacgoes da pele.

Em oposigdo ao presente trabalho, a suplementacao de 0,4 mg de Cr/kg da dieta
sob a forma de levedura demonstrou afetar positivamente a resposta a sensibilizacdo
intradérmica de PHA em bovinos 52 dias apds o inicio da suplementa¢do (KEGLEY &
SPEARS, 1995). Entretanto, nos animais que receberam a mesma dose de Cr, mas sob as
formas de CrCls; ou cromo acido nicotinico, a resposta cutanea a fitohemaglutinina ndo

foi influenciada (KEGLEY & SPEARS, 1995).
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4. CONCLUSAO

A suplementacdo dietética de picolinato de cromo (CrPic) ndo apresentou efeito
sobre o desempenho e a resposta imunitaria humoral de ovinos. Por outro lado, a resposta
imunitaria celular e a populacdo de protozoarios ruminais foram prejudicados pela

suplementagdo do mineral.
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