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APRESENTACAO

A promocao da saude ¢ um pilar essencial para a construgdo de sociedades mais saudaveis e
resilientes. Com o avango das pesquisas e a necessidade de abordagens cada vez mais integradas
e interdisciplinares, "Atualizacées em Promocao da Saude 2" surge como uma obra
fundamental para profissionais, pesquisadores e estudantes que desejam aprofundar seus
conhecimentos sobre o tema.

Este livro retine uma série de a estudos atualizados, abordando estratégias inovadoras, politicas
publicas, desafios contemporaneos e praticas bem-sucedidas na promocdo da satde. A
diversidade dos temas tratados reflete a amplitude desse campo, explorando desde a atengao
primaria até a implementagdo de tecnologias na saude, passando por programas de prevengao,
educagdo em saude e analise epidemiolégica.

Com uma linguagem clara e fundamentagdo cientifica rigorosa, "Atualizacdes em Promocao
da Saude 2" ¢ uma leitura indispensavel para aqueles que buscam compreender as novas

tendéncias e contribuir para a efetivagdo de acdes voltadas ao bem-estar da populacao.

Este livro ndo apenas compartilha conhecimento, mas também incentiva a reflexao critica e a
aplicagdo de estratégias baseadas em evidéncias para um futuro mais saudével e sustentavel.

Boa Leitura!!!
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ESTUDO DO POTENCIAL TOXICO, CITOTOXICOE
MUTAGENICO DO PICOLINATO DE CROMO EM
MODELO Allium cepa E Artemia Salina

STUDY OF THE TOXIC, CYTOTOXIC AND MUTAGENIC POTENTIAL OF
CHROMIUM PICOLINATE IN THE Allium cepa AND Artemia salina MODEL
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RESUMO

O picolinato de cromo (CrPic3) € um mineral presente em alguns alimentos e atua no aumento
da sensibilidade da insulina. Atualmente é utilizado como suplemento alimentar devido 0s seus
beneficios, tais como, ajudar no emagrecimento e fornece energia ao corpo, além de ser
utilizado no tratamento de diabetes, obesidade, colesterol e envelhecimento. No entanto, 0 uso
indiscriminado dessa suplementacdo alimentar pode ter possiveis efeitos adversos a nivel
celular com énfase a alterages toxicogenéticas e carcinogénicas. Assim, o objetivo do estudo
foi avaliar os possiveis efeitos tdxicos, citotoxicos e mutagénicos do CrPic3 em estudos nédo
clinicos. O picolinato de cromo foi diluido em DMSO 5% nas concentragdes de 250, 125 e
62,25 ug/ml para o ensaio de Allium cepa e as concentracdes de 1000, 500, 250, 125, 62,25 e
31,25 ug/ml para o teste de letalidade de Artemia Salina. Os resultados mostraram que o
Picolinato de cromo mostrou-se toxico nas concentraces de 1000 e 500 ug/ml em A. salina,
com CL50 de 418,1 ug/ml, e citotoxico em células de Allium cepa nas concentragdes de 250
ug/ml, 125/ml e 62,25 ug/ml, ambos no tempo de exposi¢do de 48 hs. O Picolinato de cromo
ndo provocou alteracBes cromossdmicas significantes nas células vegetais analisadas. Com
isso, o CrPic3 se mostrou toxico para células eucaridticas, necessitando assim, de estudo
adicionais em células humanas para se conhecer seus efeitos adversos e suas concentraces
permitidas.

PALAVRAS-CHAVE: Toxicidade; Suplementacdo alimentar; Citotoxicidade, Allium cepa.
ABSTRACT

Chromium picolinate (CrPic3) is a mineral present in some foods and acts to increase insulin
sensitivity. It is currently used as a dietary supplement because of its benefits such as aiding
weight loss and providing energy to the body, as well as being used to treat diabetes, obesity,
cholesterol and aging. However, the indiscriminate use of this dietary supplementation may
have possible adverse effects at the cellular level with emphasis on toxicogenetic and
carcinogenic changes. Thus, the aim of the study was to evaluate the possible toxic, cytotoxic
and mutagenic effects of CrPic3 in non-clinical studies. Chromium picolinate was diluted in
5% DMSO at concentrations of 250, 125 and 62.25 pg / ml for the Allium cepa assay and
concentrations of 1000, 500, 250, 125, 62.25 and 31.25 pg / ml. ml for the Artemia Salina
lethality test. The results showed that chromium picolinate was toxic at concentrations of 1000
and 500 pg / ml in A. salina, with LC50 of 418.1 pg / ml, and cytotoxic in Allium cepa cells at
concentrations of 250 pg / ml. 125/ ml and 62.25 pg / ml, both at an exposure time of 48 hours.
Chromium picolinate did not cause significant chromosomal alterations in the analyzed plant
cells. Thus, CrPic3 proved to be toxic to eukaryotic cells, thus requiring further study in human
cells to determine its adverse effects and permitted concentrations.

KEYWORDS: Toxicity; Food supplementatio;. Cytotoxicity; Allium cepa.
1 INTRODUCAO

O cromo tem sido usado como complemento alimentar, presente discretamente em
alguns alimentos oleaginosas e leguminosas, carnes e cereais. A importancia do cromo no
metabolismo ja é conhecida, atuando no aumento da sensibilidade a insulina, por intermédio de

uma proteina intracelular chamada de apocromodulina, que se liga aos receptores da insulina,
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cuja ligacdo amplifica a translocagdo do GLUT4, aumentando assim a captacdo de glicose.
Também possui a capacidade de diminuir a enzima-chave da sintese de colesterol, melhorando
o perfil lipidico em casos de dislipidemias (Gomes; Rogerio; Tirapegu; 2005).

Mineral inteiramente indispensavel para homeostasia do organismo, o cromo (Cr) é
fundamental no metabolismo de carboidratos, co-atuando essencialmente com insulina,
aumentando deste modo a toleréncia a glicose (Carneiro, 2013). Os suplementos que possuem
0 Cr em sua composicao sdo usualmente utilizados associados ao Cr trivalente (111) com algum
ligante, frequentemente, o acido picolinico, constituindo o picolinato de cromo (CrPic3)
(Marmett, 2017).

O Cr (111) apresenta-se com baixa toxicidade em comparagdo ao cromo hexavalente
(V1) que € um oxidante forte, mesmo que ndo provocando lesdes diretamente nos tecidos. Cr
VI é apontado como um agente mutagénico, carcinogénico e teratogénico, devido a facilidade
de penetrar a membrana celular como anion cromato, o que ndo acontece com o Cr (lll), que
apresenta penetracdo mais lenta (Mitteregger-Junior, 2006). Os complexos do Cr (lll) séo
descritos cerca de 100 vezes menos toxicos que o Cr (V1) (Wang, 2017).

Extracelularmente o Cr (V1) é reduzido para Cr (I11), sendo esse processo encarado
como um mecanismo de desintoxicacdo. Em contrapartida, quando ocorre dentro da célula,
desencadeia genotoxicidade. Os mecanismos genotdxicos ainda estdo sendo discutidos, no
entanto, ha evidencias que a reducao intracelular de Cr (VI) para o Cr (111) produza valéncias
intermediarias do Cr, facilitando a interacdo do metal ao DNA (Witt, 2013). Outras evidéncias
sugerem efeitos oxidativos intracelulares induzidos pelo estresse oxidativo induzido pelo metal
(Mitteregger-Junior, 2006). Ainda que tanto o Cr (VI) quanto o Cr (l1l) sejam classificados
como genotoxicos, eles possuem termos diferenciados de mecanismos moleculares envolvidos
na genotoxicidade (Wang, 2017).

O CrPic3 tem sido usado na suplementacdo da dieta de pacientes que precisam de
equilibrio glicémico. Evidéncias relatam que a deficiéncia desse mineral colabora para a
intolerancia a glicose e variagcdes associadas ao perfil lipidico (Pereira; Muniz, 2012). Por outro
lado, devido a popularidade da suplementa¢do com CrPic3, tem-se levantado questionamentos
sobre a sua seguranca em relagdo a sua atuagdo como clastogénico (Speetjens, 1999).

O CrPic3 tem sido bastante comercializado para o ganho muscular e a perda de
gordura, embora, evidéncias sugiram cautela da sua suplementacdo por néo ter dados que
sustentem a seguranga do consumo a longo prazo desse mineral por parte dos atletas (Castell,
2016). Dessa forma, este estudo teve por objetivo investigar o potencial toxico, citotoxico e

mutagénico do CrPic3 em células meristeméticas de Allium cepa e Artemia Salina.




2. METODOLOGIA
2.1 Obtencdo da substancia teste

O Picolinato de Cromo (Ultrafarma®) foi adquirido em Farmacia Popular. O mesmo
foi diluido em DMSO 5% e H>O até obtencdo das concentragdes utilizadas no estudo. Apoés a
deteccédo da concentracdo letal 50 (CLso) do Picolinato de cromo pelo teste de Artemia salina,
selecionou-se trés concentragOes abaixo para o teste de citotoxicidade e mutagenicidade de
Allium cepa.

2.2 Bioensaio de letalidade em Artemia salina

Para a preparacdo da A. salina, os cistos do microcrustdceo foram adquiridos no
mercado central de Teresina-Pl, Brasil. Esta foi uma rapida modificacdo do método descrito
por Meyer et. al. (1982). Foram incubados cistos do microcrustaceo (Artemia salina) em becker
contendo uma mistura 50:50 de solucéo salina (agua do mar artificial: 23,0 g de NaCl, 11,0 ¢
de MgCl2.6H20, 4 g de Na2SQOg, 1,3 g de CaCl..2H20, 0,7 g de KCl em 1 L de agua destilada
e ajustado para pH 8,5 utilizando Na,CQOs, 1N) e &gua mineral sob arejamento constante durante
48 ha 27 £ 3° C. Apo6s incubagéo, os nduplios ativos livres de conchas do microcrustaceo foram
recolhidos a partir da porcdo mais iluminada da cdmara de incubacéo e utilizados para o ensaio.
Dez nauplios foram retirados por meio de uma pipeta de Pasteur e inseridos em cada tubo de
ensaio contendo 4,5 mL da solugéo salina. O experimento foi realizado por dilui¢des seriadas,
onde a concentracéo inicial do picolinato de cormo foi de 1000 pug/ml. Em cada experimento,
adicionou-se 0,5 mL da amostra teste a 4,5 mL de solucdo de salina, mantendo a mesma
temperatura de ecloséo, sob a luz, os nauplios sobreviventes foram contados. Foram utilizados
trés tubos para cada tratamento. A mortalidade de A. salina foi contada ap6s 48 horas de
exposicao a substancia testada

A definicdo da toxicidade do composto quimico foi baseado nas escalas de toxicidade
de McLaughlin et al. (1993), de acordo com a escala, os valores de concentragdo letal (CL)s0 >
1000 pg/ml considerou-se ndo toxico; entre 500 a 1000 pg/ml considerou-se baixa toxicidade;
moderada toxicidade para CLso entre 100 a 500 pg/ml e, finalmente, muito toxico quando a
CLso foi inferior 100 pg/ml.

2.3 Ensaio de células meristematicas de Allium cepa




2.3.1 Obtencdo das celulas meristematicas de raizes de A. cepa

Para o teste de ponta de raiz de Allium cepa, foram utilizados bulbos de tamanho
pequeno, uniforme, de mesma origem, ndo germinadas e saudaveis. Os bulbos de cebola foram
colocados em frascos com agua, a temperatura ambiente, para enraizar. Quando as raizes
atingiram 0,5 cm foram colocadas nas solugdes de tratamento. Para verificar a atividade
citotoxica e mutagénica do compostos estudado, foram realizados cinco tratamentos com cinco
repeti¢des cada: T1 — controle negativo-CN, onde as raizes dos bulbos foram tratadas com agua
destilada; T2 — 250 ug/ml de CrPic3 ; T3 — 125 ug/ml CrPic3; T4 — 62,5 ug/ml CrPic3 e T5 —
Controle positivo (CP) tratados com sulfato de cobre (0,6 ug/ml). Os bulbos ficaram submersos

nos tratamentos durante o tempo de exposicao de 48 horas.

2.3.2 Preparo leitura das laminas e analise citogenética para o teste A. cepa

As laminas, em média 03 por bulbo, foram preparadas seguindo o protocolo proposto
por Guerra e Souza (2002), e analisadas em microscopio Optico em objetiva de 40x. Para cada
bulbo, analisou-se 1.000 células, totalizando 5.000 células para cada tratamento. Foram
observadas células em intérfase, profase, metafase, anafase e tel6fase. Calculou-se o nimero
de células em intérfase e em divisdo de cada controle e tempo de exposicdo, e em seguida foi
determinado o indice de divisdo celular ou indice mitético (IM) para avaliacdo do efeito
citotoxico. Avaliou-se também a acdo mutagénica dos extratos por meio do nimero de células
com alteragdes cromossdmicas (AC): micronlcleos, metafases colchicinicas, pontes

nucleoplasmaticas, quebras, perdas e atrasos cromossomicos.

2.4 Andlise estatistica

Os valores foram expressos como média + desvio padrdo (DP). Realizou-se a analise
estatistica por meio do teste de andlise de variancia (ANOVA), seguido por pés teste de
Bonferroni como teste post hoc, por meio do programa Graph Pad Prism (versédo7.0) (GraphPad
San Diego, Califérnia, EUA. Copyright © 1994-1999), considerando p < 0,05 e nivel de

confianca de 95%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Sabe-se que os ensaios de cultivo de nauplios sdo comprovadamente adequados para

a consideragdo preliminar da toxicidade, sendo esta técnica bastante Util para testes de




citotoxicidade em metais pesados e deteccdo da toxicidade de extratos vegetais, toxinas
fangicas, toxinas cianobactérias, pesticidas e o teste de citotoxicidade de materiais dentérios
(Carballo et al., 2002).

A CLsodo Picolinato de cromo foi de 418,1 pg/mL em A. salina, observado no tempo
de exposicéo de 48 horas. O composto induziu toxicidade nas concentragdes testadas de 500 e
1000 pg/mL, quando comparado ao CN, apresentando 75 e 100% de letalidade,
respectivamente. Porém, nas menores concentracdes (31,25; 62,5; 125; 250 pg.mL™) n&o foi

observado toxicidade em nauplios de A. salina chegando a 0% de mortalidade na menor

concentracgéo testada (Figura 01).
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Figura 01. Atividade téxica do Picolinato de cromo em diferentes concentragdes (pg/ml) por meio do Bioensaio
de Letalidade em Artemia salina utilizando o tempo de exposic¢do de 48hs. CN — Solucdo salina; CP — Dicromato
de potéssio. Fonte: autoria propria.

O Cr (1) é um elemento essencial, devido a sua participacdo no metabolismo de
carboidratos, proteinas e lipideos em seres humanos e animais, estudos demostram também que
o Cr (II) é a conformagéo mais farta de cromo no ambiente e é relativamente menos toxicos

em seres vivo quando em comparacdo com Cr (V1) (Jana et al., 2009).




Embora, tenha estudos que indique que CrPic ndo tem efeitos benéficos em seres
humanos, tem se questionado sobre os efeitos celulares e genéticos, colocando em ddvida a sua
seguranca, bem como inimeros resultados contraditérios na literatura a respeito da sua
citotoxicidade e genotoxicidade do composto organico Cr+3, tem sido observado que o CrPic
estimula danos nos cromossomos devido a porcao picolinato no complexo, propde-se que 0
aumento as espécies reativas de oxigénio (ROS), induza o aumento do nimero de células
apoptoticas (Imamoglu et al., 2008)

Ainda sdo poucos esclarecedores os efeitos de Cr (I11) (PIC) 3 sobre as células do
sistema imunitario, sendo escassas as informacdes sobre as moléculas de sinaliza¢do que levam
a citotoxicidade e provocam uma apoptose, em estudos com objetivos de investigar os efeito de
Cr (111) (PIC) em linfocitos do sangue periférico humano demostram que os ROS produzido
devido a Cr (1) (PIC) causa uma diminuicdo do potencial da membrana mitocondrial, altera a
expressdo do gene Bcl-2 e aumenta a citocromo C e atividade da caspase-3, na qual conduz a
apoptose (Jana et al., 2009).

O teste de Allium Cepa é uma forma bem aceitavel nos estudos sobre os efeitos de
citotoxicidade de diferentes compostos quimicos naturais e sintéticos, pelo fato das raizes
ficarem em contato de forma direta com a substancia que foi testada, contribuindo para que seja
avaliada as diferentes concentragdes. Nesse contexto, as alteracbes cromossomicas bem como
a divisdo das células meristeméticas da raiz da cebola é frequentemente usada alertar a
sociedade sobre o consumo do produto teste em questdo (Ancia; Roméao, 2016).

O Picolinato de cromo em meristemas de raizes de A. cepa, concordando com os dados
observados em A. salina também induziu significativamente citotoxicidade em todas as
concentracdes testadas (62,5; 125 e 250 pug/mL) observado apds 48 horas de exposicdo das
raizes ao composto quando comparado ao controle negativo (Figura 2A). Porém, o mesmo nas
concentracdes testadas ndo induziu mutagenicidade em A. cepa pela avaliacdo de aberracdes
cromossdmicas como observado para todas as concentragdes testadas comparadas ao CN
(Figura 2B).
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Figura 02. Indice mitdtico (A) e Total de Alteragdes Cromossdmicas (B) das raizes de Allium cepa apos
tratamento com Picolinato de cromo em diferentes concentracfes. ANOVA One-way e pos-teste de Tukey.
Valores significantes (média) de p<0,05 para  comparado ao grupo controle negativo (CN), ® ao grupo controle
positivo (CP). Fonte: autoria propria.

O perfil fotomicrografico expde o esboco das células meristematicas de A. cepa
tratadas com Picolinato de cromo, foram encontradas células no estagio de intérfase (B) e fases
normais de divisdo celular por mitose como profase (o) metafase, anafase e telofase, além de
apresentar algumas diferentes aberracdes cromossémicas. Pelo perfil fica evidente o baixo IM
das concentracdes testadas devido o numero elevado e significante de células em intérfase em

detrimento ao numero elevado de préfases do Controle negativo — CN (Figura 03).




Figura 03. Perfil fotomicrogréafico das células meristematicas de Allium cepa tratadas com Picolinato de cromo e
sulfato de sodio (CP). Legenda: CN - controle negativo (5% DMSO); CP — controle positivo com sulfato de sodio
0,6 pg/ml; MN — Microntcleo; AC — atraso cromossdmico; PC — perda cromossémica; o — células em profase; B
— células em intérfase. Fonte: arquivo pessoal.

Allium Cepa mostram que nem sempre a toxicidade esta correlacionada com a
genotoxicidade, porque alteracGes relacionadas com o crescimento da raiz e IM sdo parametros
indicativos de citotoxicidade. Por outro lado, alteragdes como anomalias cromossémicas e
micronucleos indicam genotoxicidade (Costa; Silva; Rocha, 2016). Observa-se que as
alteracdes cromossémicas tém como objetivo o teste de mutagenicidade considerado como um
método direto para medir danos em sistemas expostos a mutagénicos ou carcinogénicos
potenciais. E uma forma que pode possibilitar a avaliagdo dos efeitos ou danos que agentes
mutagénicos podem causar, nesse caso a amostra deve estar em constante divisao mitética, para
que seja identificado os efeitos toxicos e as alteragdes ocorridas ao longo de um ciclo celular
(Fernandes, et al., 2018).

O picolinato de cromo, CrPic € a forma usual do cromo para o uso terapéutico,
podendo ser recomendado para terapia para a diabetes tipo Il e intolerancia a glicose, e
comumente também usado como suplemento dietético para perda de gordura e construcao
muscular, no entanto, elevadas doses do CrPic esta relacionada a insuficiéncia renal, ao
comprometimento cognitivo, destruicdo de células do masculo esquelético, da disfungédo do
figado, no entanto, a genotoxicidade de CrPic inclui quebras de cadeia simples de DNA,

mutacdes do gene da hipoxantina (guanina), e aberracfes cromossdmicas (Manygoats et al.,
2002).

Os efeitos do cromo no indice Mitético foi demostrado pela frequéncia de divisdes
celulares no meristema da raiz de cebola onde determinada pelo indice mitético (IM).




Observou-se decréscimo no IM nos grupos tratados em estudo e efeitos do cromo hexavalente
sobre o crescimento de raizes e ciclo celular no meristema da ponta da raiz de Allium cepa
apresentou forte correlacdo negativa com a concentracdo de dicromato de potassio (r[Pearson]
=-20,9741; R = 0,9489; p = 0,0259). Demostrando desta forma que a citotoxicidade induzida
pelo cromo interfere no ciclo celular (Costa, Silva, Rocha, 2016).
O cromo hexavalente é amplamente conhecido por causar dermatite alérgica, bem
como efeitos toxicos e cancerigenos em seres humanos e animais (Bagchi et al., 2002).
Atualmente, evidéncias demostram que exposi¢do aguda ao Cr3+ também possui toxicidade.

Na verdade, o efeito de Cr3+ interfere no crescimento celular (Bai y et al., 2013).

Em estudos dos danos ultra estrutural em células tratadas com picolinato de cromo
pode-se comparar a citotoxicidade do CrPic, CrCl e picolinato livre onde foi medido como
uma inibicdo da formacao de col6nias de 48-h doses relativamente a controles ndo tratados
usando a dose de de 80 CrPic g / cm o CrCl 3 era fracamente citotoxico, com a dose mais
elevada testada, 1 mM, resultando em sobrevivéncia de céelulas de 71 + 4%. CrPic foi mais
citotoxica do que uma dose equivalente de CICr 3. A dose mais elevada de CrPic testados, 80

mg/kg, resultou na sobrevivéncia de células de 45 £ 5% (Manygoats, et al., 2002).

4. CONCLUSAO
O Picolinato de cromo apresentou efeito toxico e citotoxico e ndo mutagénico em

células vegetais e animais 0 que sugere estudos toxicolégicos adicionais em células humanas e

estudos in vivo ja que o mesmo é utilizado como suplementacdo alimentar diaria.
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