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Resumo

GIOMETTI, J. Resposta imune humoral em bovinos vacinados contra a raiva e
suplementados com crémio organico. Botucatu. 2004, 79p. Tese de Doutorado
em Medicina Veterinaria, Area de Clinica Veterinaria-Faculdade de Medicina
Veterindria e Zootecnia, Campus de Botucatu, 2004. Universidade Estadual
Paulista

Resumo

Com o objetivo de se avaliar o efeito da adicdo de cromio organico na
resposta imune humoral de bovinos, cinco grupos de bovinos da raca nelore,
contendo 15 animais cada, foram suplementados com levedura de crémio, ficando
0s grupo assim distribuidos: GC (controle), GV (vacinado e sem crémio), GV+8,5
(vacinado + 8,5 ppm de crémio), GV+17 (vacinado + 17,0 ppm de crébmio) e GV +34
(vacinado + 34,0 ppm de crébmio). Amostras de soros destes animais foram
avaliadas por meio do teste de soroneutralizacdo (SN) em camundongos albinos
durante os dias 30, 60 e 90 apds a primovacinacao contra a raiva. Foram realizadas,
simultaneamente, analises das concentracfes séricas de cromio e de cortisol, pelos
métodos de espectrofotometria por absor¢cdo atbmica em forno de grafite e
radioimunoensaio, respectivamente. Os resultados obtidos permitem concluir que os
animais do grupo E (vacinados + 34 ppm de crémio) apresentaram titulos protetores
de anticorpos contra a raiva ainda aos 90 dias ap0s a primovacinagdo. Essa
resposta ocorreu independentemente das concentracdes séricas de cortisol, pois 0

crdmio ndo se mostrou efetivo na queda dos valores séricos do mesmo.

Palavras — chave: Bovinos; cromio; raiva; resposta imune humoral; cortisol.



Abstract

GIOMETTI, J. Humoral immune response in bovines of the nelore race
immunizateds against rabies and supplementeds with organic chromium.
Botucatu, 2004, 79p. Thesis Doctorate in Veterinary Medicine, area of
Veterinary Clinic Veterinéaria - Faculdade de Medicina Veterinéria e Zootecnia,
Campus de Botucatu, 2004. Universidade Estadual Paulista

Abstract

With the objective of to evaluate the effect of the addition of orgainc chromium
in the humoral immune response against rabies, five Nelore’s bovine breed groups
with 15 animals each, were supplementeds with chromium yeast being the group GC
(control), GV (vaccinated and without chromium), GV+8,5 (vaccinated + 8,5 ppm of
chromium), GV+17 (vaccinated + 17 ppm of chromium) and GV+34 (vaccinated +34
ppm of chromium). Serum samples of this animals were analyseds with serum
neutralization test (SN) in albines mices in the days 30,60 and 90 pos -vaccination.
Simultaneously, serum concentrations of the chromium were determinated for
analysis with spectrophotometer of atomic absorption in graphite oven and analysis
of the cortisol was achieved through of the radioimmunoassay.These results allows
to conclude that the animals of the group GV+34 have persistence of the protector’s
antibody titulation anti rabies until 90 days pos- vaccination. This response does not
dependt of the cortisol levels, since the chromium don’t show to be effective to

decrease its levels.

Key words: Bovine; chromium; rabies; immune humoral response; cortisol.
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Introducao

1. INTRODUCAO:

O papel de elementos minerais na inducdo de resposta imune e na prevencao
de doencas tem sido relatado h&d décadas. Todavia, alguns elementos minerais
presentes nos tecidos vivos tinham a denominacdo de elementos tracos e suas
funcdes e metabolismo foram pouco estudados, por falta de técnicas analiticas mais
apropriadas (TEDESCHI, 2001).

Animais com bom funcionamento do sistema imune sdo mais resistentes as
doencas e produzem melhor desempenho. A imunizacdo ativa envolve a
administracdo de antigenos em um animal de maneira que ele responda por meio da
montagem de resposta imune protetora (ADA, 1990). Quando um antigeno entra no
organismo deve, primeiramente, ser capturado e processado, de forma que possa
ser reconhecido como estranho, sendo esta informagdo enviada para o sistema
imune, o qual respondera com a producédo de anticorpos especificos e/ou células
capazes de eliminar o antigeno em questdo (BURTON, 1995).

O manejo de bovinos pode se tornar estressante para 0s animais, uma vez
que eles sdo conduzidos dos pastos onde se encontram para 0 brete,
permanecendo algumas horas em jejum, além da puncéo jugular para colheita de
sangue. Alguns experimentos demonstraram que os efeitos provocados pela puncéo
jugular repetida, sobre os niveis de concentracéo plasmatica de cortisol, em bovinos
de leite, resultaram em um aumento significativo dos mesmos (HOPSTER et al.,
1999).

Segundo Burton (1995), o estresse elevado provoca diminuicdo no
metabolismo da glicose, aumento na secrecdo de cortisol sérico, o qual reage
antagonicamente com a insulina, prevenindo a entrada de glicose no tecido
periférico (muscular e adiposo), resultando em intensa mobilizacdo de crémio de
estoques corporais, o qual sera excretado pela urina de maneira irreversivel.

Descobertas sucessivas sobre a importancia de alguns minerais presentes
em pequenas concentracfes no organismo, levaram ao diagnostico de deficiéncias
desses elementos em varias regides do mundo, revelando que eles tinham
importancia nutricional e econdémica consideraveis.

Um dos ultimos microminerais a ser descoberto foi exatamente o

cromio, existindo um evidente aumento no interesse de se estudar o verdadeiro



Introducao

papel do crbmio na suplementacdo dos ruminantes (TEDESCHI, 2001). Ja na
nutricdo humana, o crdmio é considerado um nutriente essencial e seus efeitos na
tolerancia a glicose tém sido amplamente revisados (ANDERSON, 1994), sendo os
sintomas de sua deficiéncia também associados ao envelhecimento (EVANS &
MEYER, 1994).

Informacdes sobre os beneficios da suplementacdo com crdmio para animais
de criacdo sao escassos e testes mais recentes mostraram que essa suplementacao
aumentou a velocidade do ganho de peso, eficiéncia alimentar e resposta imune de
novilhos estressados em crescimento (BURTON et al., 1993).

Estimativas sobre a prevaléncia da raiva no Brasil, apontam para
aproximadamente 30 mil ébitos/ano, constituindo-se em sério problema de saude
publica. A transmissdo da doenca ocorre pela mordedura do animal infectado,
geralmente morcegos. Em raz&do do surgimento de focos da doenca na regiao de
Presidente Prudente—SP e, da constatacdo laboratorial do envolvimento de
morcegos nao—hematéfagos na transmissdo da raiva (UIEDA et al.,1996), a busca
de um programa de vacinacao anti—rabica eficiente e seguro vem mobilizando os
setores responsaveis.

Trabalho realizado por Albas et al., (1995), na regido de Presidente Prudente-
SP, mostrou que nem todos 0s animais vacinados contra a raiva (52,95 %)
expressavam titulo minimo de anticorpos para a sua protecao, quando se comparou
vacinas de diferentes laboratorios. O problema, ao que tudo indica, ndo esta na
vacina ou no esquema de vacina¢do, mas sim, na incompeténcia imunolégica de
alguns animais em responder adequadamente a vacinacdo (MONTANO et al., 1987;
ALBAS et al., 1995).

Com o crescente aumento na demanda de alimento de origem animal, a
biotecnologia tem procurado melhorar de maneira substancial a produtividade animal
e transferir conhecimentos e novas tecnologias ao produtor, buscando atender a
este objetivo. Este estudo, tem a finalidade de avaliar a resposta imune em bovinos

imunizados contra raiva e suplementados com crdmio organico.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Respostalmune

Depois que Pasteur descobriu ser possivel produzir imunidade contra
agentes infecciosos mediante vacinacdo, logo se reconheceu que as
substancias que proporcionavam essa imunidade podiam ser encontradas no
soro sanguineo (ABBAS, 1998). Os fatores de prote¢cdo encontrados no soro
de um animal imunizado, sdo as proteinas conhecidas como anticorpos, termo
utilizado pela primeira vez em 1890 por Behring e Kitasato (BIER, 1963).

O aumento na concentracdo sérica de cortisol, como resultado de
estresse, estd associado com a reducdo da resposta de linfocitos ao estimulo
por mitbgenos (BLECHA & MINOCHA, 1983). Estudo realizado com
bovinos suplementados com crémio, verificou um aumento na resposta
blastogénica de linfocitos induzida por fitohemaglutinina, em relacdo ao grupo
controle, mesmo com o aumento da concentragdo de cortisol, sugerindo que
os efeitos da dietas com cromio sobre as respostas imunolégicas ao estresse,
sdo dependentes de inumeras variaveis, incluindo o tipo de estresse, a sua
duracdo e o temperamento dos animais submetidos a ele (KEGLEY & SPEARS,
1995).A possibilidade de se obter melhoria na competéncia imunologica de
bovinos estressados por meio de suplementacdo nutricional, pode ser
alternativa desejavel afim de melhorar a produtividade animal e prevenir
doencas (ARTHINGTON et al.,, 1997). Para resistir as doencas infecciosas, 0s
animais de producdo devem ter um forte e eficiente sistema imune (BURTON,
1995).A imunizacdo ativa (vacinacdo) possui varias vantagens importantes
comparadas com a imunizacdo passiva, dentre as quais se incluem o periodo
de protecdo prolongado, a recuperacdo e o reforco da resposta protetora por
meio de injecdes repetidas de antigeno (ADA, 1990). A imunizagcdo ativa ideal
deve conferir uma imunidade forte e prolongada e nao apresentar efeitos
colaterais adversos (ABBAS, 1998).

Evidéncias acumuladas indicam que as varias formas de estresse
induzem a alteracdes neuroenddcrinas, as quais perturbam o sistema imune,

levando a imunossupressdao e aumentando a suscetibilidade as doencas
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(GRIFFIN, 1989). A incidéncia de doencas em bovinos de leite e de corte, é
muito mais alta durante os periodos de maximo estresse, incluindo o
desmame, restricdo de agua, aumento da densidade animal, pico de lactacdo e
transporte (CHANG & MOWAT,1992).

Um dos primeiros pesquisadores a demonstrar experimentalmente a
ligacdo entre estresse e o enfraguecimento do sistema imunolégico foi Pasteur
(1822-1895), ao registrar que aves expostas a condigcbes estressantes
tornavam-se mais suscetiveis a infeccdo por antraz (BAUER, 2002).

Tem sido postulado que a resisténcia a doencas, como pneumonia e
mastite, estd relacionada com a capacidade do animal de produzir e manter
uma resposta imune adequada durante os periodos de alto estresse
(BURTON,1995). Fatores estressantes como mudancas na alimentagéo,
temperatura, umidade, ventilacdo, reunido de animais de diferentes origens,
sao responsaveis por doenca respiratoria (LOFGREEN, 1983).

O estresse esta relacionado a liberacdo de horménios que, além de
alterar varios aspectos da fisiologia, tém ainda um efeito modulador das
defesas do organismo. Em humanos, o principal hormbnio com essas funcdes
€ um glicocorticéide, o cortisol (BAUER, 2002). Os glicocorticoides sé&o
conhecidos inibidores da producdo de anticorpos, da fagocitose, de fatores
ativadores de linfocitos e maturagdo de células T (MUNK et al., 1984 ;
KHANSARI et al., 1990), interferindo na resposta imune. Em condi¢cdes de
estresse, pode ocorrer 0 aumento na concentracdo plasmatica de
gicocorticoides, em especial o cortisol (HOPSTER et al., 1999).

Alguns estudos demonstraram a possibilidade de se melhorar a
competéncia imunolégica de bovinos submetidos a situacbes de estresse, por
meio da suplementacdo nutricional (ARTHINGTON et al., 1997). O crémio tem
sido um dos minerais mais estudados na ultima década, visando conferir um

melhor perfil imunolégico a ruminantes submetidos ao estresse (CHANG &

MOWARdI®RR)os vacinados durante periodos de estresse, falham em desenvolver

uma completa producdo de anticorpos (BAUER, 2002).

17



Revisado de Literatura

2.2 Crbmio como microelemento essencial

Para se considerar um elemento mineral essencial para a nutricdo humana
ou animal se faz necessario demonstrar que dietas purificadas, totalmente
livres ou deficientes daquele elemento particular, sejam capazes de induzir
uma sindrome de deficiéncia e que a regressdo dos sintomas, seja observada
tdo logo a dieta seja apropriadamente suplementada com o elemento ausente
ou deficiente (MORDENTI et al.,1997). A importancia do crédmio como nutriente
essencial, foi primeiramente demonstrada em ratos em 1959, apds outros
microelementos como o ferro, cobre, iodo, manganés, cobalto, molibdénio e
selénid (M bands retal.rdt®82)Schwartz & Mertz (1957),  identificaram uma
substancia nas leveduras que facilitava a utilizacdo da glicose, estimulando a
acdo da insulina quando esta estava comprometida. Tal substancia foi
denominada fator de tolerancia a glicose (GTF). O ingrediente ativo deste GTF
descobriu-se, posteriormente, tratar-se do crébmio (SCHWARTZ & MERTZ,
1959).Além do crémio, o complexo GTF também inclui o &cido nicotinico,
glicina, acido glutdamico e cisteina. A funcdo mais conhecida da GTF é a
estimulacdo da insulina no tecido deficiente em crébmio e os sintomas da
deficiéncia em crémio, nos ratos, sdo: incapacidade de metabolizar
normalmente o0s carboidratos, metabolismo protéico reduzido, reducdo da
longevidade, colesterol elevado, lesdes na coérnea, diminuicdo na fertilidade e
reducao da sensibilidade do tecido periférico a insulina (ANDERSON, 1994).

A longevidade em ratos pode ser aumentada em até 25% com a
suplementagao de créomio na dieta (EVANS & MEYER, 1994).

A intolerancia a glicose € um sintoma de resisténcia a insulina, estando
relacionada com a incapacidade da insulina de se ligar aos seus receptores. A
resisténcia a insulina é um termo genérico que pode ser explicado pela
auséncia de resposta a insulina (HAYIRLI et al., 2001).

O papel do crébmio parece ser o de melhorar a internalizagcdo da insulina
nas células musculares, seguida pela entrada da glicose e aminoacidos
(MERTZ & ROGINSKI, 1971 ; KEGLEY et al., 2000), de modo que a deficiéncia
de crébmio resulta na reducdo da sensibilidade dos tecidos periféricos a

18
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insulina, proveniente de uma possivel diminuicAo no namero de receptores, de
sua afinidade pela insulina ou de ambos (ANDERSON, 1986).

Efeitos positivos sobre a insulina, assim como sobre a utilizacdo da
glicose e aminoacidos, podem ser esperados com a suplementacdo de crémio,
uma vez que sera afetada uma grande variedade de Orgdos e sistemas.
Lindemann (1996), sugere que tais efeitos aparecam na taxa de crescimento,
nos processos reprodutivos de fémeas e machos, na salde cardiovascular e
ocular, e até na longevidade.

Mertz (1993), relatou que a deficiéncia de crémio ndo € um fato muito
comum e a sua ocorréncia em humanos, leva a um quadro de intolerancia a
glicose, (glicosuria, hiperinsulinemia, hipercolisteremia e hipergliceridemia,
num padrao semelhante ao observado nos pacientes com Diabetes mellitus.

A deficiéncia de crdmio em humanos, foi relatada pela primeira vez em
1977 (JEEJEEBHOY et al.,1977).Quando associado ao GTF, o crémio facilitaria
a interacdo entre a insulina e seus receptores nas células (MOORADIAN &
MORLEY, 1987), mantendo um nivel adequado de glicose em individuos
diabéticos ndo dependentes de insulina (FREUND et al.,1979; BROWN et
al.,1988unt & Stoecker (1996), reconheceram a essencialidade do crébmio como
nutriente, sugerindo que o requerimento deste mineral na dieta para humanos
varia entre 33 a 200 ppb, com um fornecimento diario de 75 ppb.

A suplementacdo de créomio em seres humanos, contribui para a
reducdo do colesterol total e da lipoproteina de baixa densidade (LDL) em
curto espaco de tempo (EVANS, 1989; PRESS et al.,, 1990) e interage com o
metabolismo da glicose e/ou lipideo em gatos, macacos, cobaios, coelhos,
esquilos, aves, suinos, bovinos e humanos (ANDERSON, 1988).

Os estudos sobre as necessidades do crdmio em animais de exploracdo
zootécnica, s6 se iniciaram no final da udltima década, ao contrario do que
ocorreu com 0s seres humanos e animais de laboratério. Estudos realizados
com aves, verificaram que perus jovens apresentaram melhores taxas de
crescimento e conversdo alimentar quando suplementados com crémio na
racdo (STEELE & ROSEBROUGH, 1979), aumento no percentual de proteina na
carcaca e diminuicdo da gordura (WARD et al., 1993).
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Cavalos submetidos a exercicio em tapetes rolantes e recebendo
suplementacdo de crébmio, apresentaram reducdo da glicose no plasma,
reducdo do lactato no plasma e reducdo do cortisol, sugerindo maior eficiéncia
na utilizacdo da energia em condi¢cdes de estresse (PAGAN et al.,1995).

Pesquisas efetuadas (PAGE et al.,1993 ; LINDEMANN et al., 1995a) com
suinos, nas Universidades da Louisiana e Virginia (EUA), registraram um
aumento na area de lombo e uma reducdo na gordura dorsal das carcagas,
quando se adicionou crémio na alimentacdo dos porcos em fase de
acabarAersigplementacdo de suinos com crémio, por longo periodo de tempo,
acarreta um aumento da area de musculos longuissimos (LINDEMANN, 1995;
KORNEGAY et al.,, 1997). Mooney & Cromwell (1997), além desse aumento,
ainda obtiveram melhora na taxa de depoésito de proteina e diminuicdo da
percentagem de gordura na carcaga.

Porcas suplementadas com crébmio durante a gestacdo, obtiveram maior
ganho de peso da ninhada ao nascimento e maior eficiéncia reprodutiva
(LINDEMANN et al., 1995b).

Devido a conhecida relacdo da resposta imune com o crémio, nas
situacbes de estresse, 0s primeiros trabalhos com ruminantes foram
realizados com o0s animais submetidos a fatores estressantes, 0s quais,
teoricamente, aumentariam as necessidades de cromio, ou aumentariam as
perdas do mesmo. Uma série de ensaios avaliando esta possibilidade foi
efetuada na Universidade de Guelph (CHANG & MOWAT,1992 ; MOONSIE-
SHAGEER & MOWAT,1993 ; BURTON et al., 1994).

Burton et al.(1993), destacaram os efeitos da suplementacdo do créomio
em bovinos e a sua relacdo com a resposta imune deste animais, nos periodos
de alta lactacdo e proximo ao parto. Estudo realizado na Universidade Estadual
da Carolina do Norte (EUA), concluiu que a suplementacdo com cromio em
vitelos, pode afetar a resposta imunoldgica dos animais (KEGLEY & SPEARS,
1995).Um outro estudo na Universidade Estadual do Arkansas (EUA), avaliou a
suplementacdo de crémio em vitelos desmamados e constatou ndo haver
alteracdo no rendimento de carcaga, mas houve redugcdo na morbidez
(LINDELL et al., 1994).
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Clark et al. (1996) avaliando os efeitos do cobre, zinco, cobalto e crémio
no sistema imune de novilhas em final de gestacdo, relataram que os animais
suplementados apresentavam maior numero de linfécitos e neutréfilos. Os
efeitos da suplementagdo do crémio sobre a eficiéncia reprodutiva e produtiva
de bovinos de leite, foi informada por diversos estudos (BURTON et al.,, 1993;
BONOMI et al., 1997; HAYIRLI et al., 2001).

Hayirli et al.(2001), realizaram experimento com vacas de leite
suplementadas com crémio-metionina, durante os periodos pré e pds-parto.
Demonstraram que, embora a suplementacdo no periodo pré- parto nao
tivesse afetado a concentracdo de triglicérides hepatico, ela aumentou de
maneira significativa a ingestdo de matéria seca e produgdo de leite, ao
mesmo tempo que reduziu a resisténcia a insulina no periodo. Além disso,
melhorou a tolerancia a glicose e resposta a insulina no pos-parto.

Burton et al. (1993), constataram reduzida incidéncia de cetose, aumento
no crescimento corporal e melhoria na producdo de leite, associados a um
aumento na resposta imune de bovinos leiteiros, quando estes foram
submetidos a dietas com crémio.

O possivel beneficio da utilizacdo do crdmio sobre a resposta imune de
bovinos, tem sido pesquisado durante a ultima década. Wright et al. (1995),
verificaram a influéncia da suplementacdo com crémio associada a vacinacao,
sob condicdes de estresse, na resposta imune de bovinos transportados. A
suplementacdo com cloreto de crébmio e levedura de crémio em bovinos,
embora ndo tenha melhorado o desempenho produtivo, demonstrou aumentar
a resposta imune sob condi¢des de estresse (KEGLEY & SPEARS, 1995).

Ensaio visando obter aumento na resposta de anticorpos no soro de
novilhos adquiridos em leildo, transportados e desafiados com injecbes de
ovalbumina e antigenos virais, mostrou que a suplementagdo com crémio
aumentou a resposta imune humoral destes animais (WRIGTH, et al.,, 1994 ;
CHANG@GIguast , 12@@)hos realizados nos EUA, demonstraram que algumas
perdas econbmicas registradas na producdo bovina resultam da morbidade e
mortalidade associadas com a doenca respiratéria bovina (BDR). A morte de
animais em pequenos confinamentos, de 100 a 1000 animais, podem chegar
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al5b -2,7%, das quais cerca de 70% delas sédo atribuidas a BDR. A incidéncia
da doenca esta associada com o desmame, transporte e outra condicdes de
estresse, resultando em queda da resposta imune (GALYEAN et al., 1999).

A deficiéncia de crémio esta relacionada ndo s6é com a baixa ingestdo do
mesmo. Fatores outros como a presenca de minerais antagbnicos (ferro e
zinco), falta de precursores para biodisponibilidade (como € o caso dos
aminoacidos), alto nivel de antidcidos intestinais e baixo nivel de acido
ascérbico, também contribuem para o baixo nivel de aproveitamento do
mineral. Além disso, a eliminacdo de cromio, provocada pela ingestdo de
dietas que aumentam sua necessidade, tais como 0s acUcares, propionato,
lipideos, nitrogénio ndo protéico ou solivel e a ocorréncia de situacbes
estressantes (gestacdo, lactacdo, traumas fisicos, infeccbes virais e
bacterianas agudas, obesidade, entre outros) exercem um papel significativo
na defikiéglep destal.m{hee)(MOMMtEFatOass).efeitos do estresse em situacdo de
transporte de bovinos jovens suplementados com cromio, no desempenho,
resposta imune e resisténcia a doencas. Foi observado um aumento nas
concentracbes de cortisol em decorréncia do transporte e da relacdo
neutréfilos/  linfécitos. Os  autores concluiram, no trabalho, que a
suplementacdo com crémio melhorou o ganho médio diario em peso dos
animais, embora nédo afetasse de modo significativo a resposta imune.

Animais vacinados contra a doenca respiratéria bovina (IBR) e
parainfluenza a virus (PI-3), mostraram melhores respostas imunes naqueles
animais suplementados com cromio ( BURTON et al., 1994).

Arthington et al. (1997), pesquisaram a possivel influéncia da
suplementacdo com crébmio em bovinos imunizados contra herpesvirus
bovino-1(BHV-1), na producdo de cortisol, hormdnio adrenocorticotropico
(ACTH) e anticorpos. Nao foi comprovada alteragdo significativa nos
param&adgeatades. al. (1999), pesquisaram a possibilidade de interacdo entre
saude, resposta imune e nutricAio em bovinos de corte, visando melhorar o
desempenho produtivo destes animais. Para tanto, compararam a
suscetibilidade de animais recém desmamados a doenca respiratoria bovina

(BDR) e a suplementacdo com diversos microminerais tais como zinco, cobre,
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selénio e crémio. Foi demonstrada uma melhora na resposta imune dos
animais suplementados, contra a doengca em questao.

Peres (2001), estudando a suplementacdo de cromio em ruminantes,
concluiu que este microelemento mineral € necessario em pequenas
concentracbes para o metabolismo animal e que a sua possivel acdo esteja
relacionada com o controle da tolerdncia dos animais a glicose e o seu efeito
deve envolver o aumento da sensibilidade das células a agdo da insulina. Para
o autor, torna-se dificil recomendar a suplementacdo do crémio na dieta de
bovinos, sugerindo, todavia, que a mesma possa vir a ser benéfica para a

salude e bem-estar dos animais durante os periodos de estresse.

2.3 Crbmio organico versus crémio inorganico

O cromio € um metal que ocorre em baixas concentracbes no ar, no
solo, na agua e em todos os materiais biolégicos. Foi descoberto em 1797 por
Louis Vauquelin na forma de cromita (FeCr,04), da qual o éxido de crémio
(Cr,03) pode ser obtido (ANDERSON, 1981). Do ponto de vista quimico, o
cromio tem numero atbmico 24 e peso atbmico 51,996 pg/mol , sendo
considerado elemento de transicdo (MERTZ, 1969).

O crémio é encontrado em quantidades apreciaveis na levedura de
cerveja, assim como outros tipos de alimento para consumo humano e animal,
tais como figado, rim, pimenta, espinafre, acucar nédo refinado e aveia integral.
O contetdo de crémio nos produtos refinados como acucar, cereal e paes é
sempre notadamente mais baixo do que os dos similares integrais , uma vez
que o processo de refinamento remove mais de 80% do cromio natural
(BURTONcd®8E). em forma de metal € produzido em larga escala, sendo
amplamente empregado em ligas de ferro e com metais nado-ferrosos, assim
como na eletrodeposicdo. Em peso, € o0 vigésimo primeiro metal mais
abundante da face da crosta terrestre, sendo obtido em duas formas, uma
como metal puro e outra como ferrocromio. Este, constitui uma liga contendo
ferro, carbono e crébmio. Apresenta-se como CrO3 - tri-6xido de crébmio e
Cr,0O3 Corapiostae diordemddMERTH, 19600 o0s cromatos e dicromatos, podem
ser cancerigenos, quando ingeridos em quantidades maiores (LEE, 1996).
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A forma de administracdo do cromio usado como suplemento nutricional
€ muito importante para a sua absorcdo. Estudo em ratos, utilizando nove
diferentes compostos de cromio em sua dieta, constatou que para alguns
deles, incluindo a forma de cloreto de crébmio, h4 muito pouca absor¢cdo do
metal pelo tecido (ANDERSON et al., 1993).

O crébmio é encontrado disponivel, teoricamente, em todos os estados
de oxidagdo de -2 a +6, mas é mais freqlientemente encontrado em 0; +2; +3 e
+6, dos quais o primeiro € biologicamente inerte (DUCROS, 1992). O crémio
bivalente (Cr?*), quando exposto ao ar troca para Cr3', por esta razdo ndo é
utilizado pelos sistemas biologicos.

Na forma hexavalente (Cr ®*), o crémio esta ligado ao oxigénio na forma
de cromato (CrO42) ou dicromato (Cr,O72) com forte propriedade oxidante.
Nesta forma, atravessa as membranas biologicas e, dentro das células reage
com componentes protéicos e acidos nucléicos, sendo reduzido para Cr 3. A
reacdo com o material genético € a base para as propriedades carcinogénicas
do crémio hexavalente (MERTZ, 1992).

Ja a forma trivalente (Cr 3") é a mais estavel forma de oxidacdo, na qual o
crbmio é encontrado em organismos vivos. Ele ndo atravessa facilmente as
membranas celulares e & muito menos reativo. Por esta razdo, o crémio
trivalente é preferivel, jA que ela mostra forte tendéncia de formar compostos
complexos, com pobre capacidade de reacdo. Nos organismos vivos, O
cromio, preferencialmente, desempenha um papel mais estrutural do que do
tipo enkianatici$® R T2 010@2)especial atencdo é dada para a comparacdo entre
as formas tri e hexavalente. Enquanto o crémio hexavalente h& muito é
reconhecido por suas propriedades toxicas, a forma trivalente €& observada
pelos investigadores como menos prejudicial e até mesmo benéfica se usada
em concentragdes adequadas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1996).

Ambas as formas de toxicidade, a aguda e a crbnica, sdo descritas para
o cromio hexavalente, podendo ser irritante, carcinogénico, antigénico e
corrosivo, quando absorvido em nivel intestinal e pulmonar e, em algumas
circunstancias, também pela pele. Por outro lado, baseado em Vvarios

experimentos, € comumente aceito que o crémio trivalente tem muito baixa
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toxicidade, sendo virtualmente nado toxico, especialmente se administrado na
forma de compostos organicos, particularmente na forma de levedura
(FLODIN, 1988).

Mowat et al. (1995), estabeleceram que a dose usualmente toxica para o
Cr¥* é da ordem de 1:10.000, sendo por isso mesmo um microelemento
altamente seguro. De fato, ele tem toxicidade muito mais baixa que outros
minerais listados, como o cobre, o zinco, 0 manganés e, especialmente, 0
selénio (LINDEMANN, 1996).

Para os estudos sobre a digestdo de ruminantes, sdo utilizadas céanulas
intestinal e abomasal, as quais estimam o fluxo e o desaparecimento dos
nutrientes do rumen. Embora este tipo de estudo possa ter varios objetivos,
especialmente relacionados com a absorcdo de proteina e producdo de
energia, algumas conclusdes podem ser extrapoladas para outros nutrientes
(TYTGEMEYER, 1997).

Nestes trabalhos, o O6xido de crébmio é utilizado como marcador. Em
extensa revisdo de todos o0s experimentos deste tipo entre 1986-95,
publicados no Journal of Animal Science, concluiu-se que: a) a recuperacao
fecal do marcador sempre apresentou um desvio de 100%, especialmente em
criagbes a pasto; b) a recuperacdo fecal do 6xido de crébmio varia entre 0s
animais e c) as concentracdes fecais de oOxido de crbmio exibem grandes
variacGesteidtase TITSEM bR pbadiiidade de um  principio alimentar, a
predisposicdo do mesmo de se tornar parte estrutural e/ou funcional do
organismo. Alguns fatores exercem grande influéncia sobre a disponibilidade
biolégica de um nutriente, dentre os quais se destacam: natureza do alimento,
composicdo e condicdes de equilibrio na dieta, estado de conservacdo, flora
microbiana do animal, estado geral de saude do animal e momento fisiologico.

O crébmio pode estar disponivel na dieta como um composto inorganico,
ou na forma de complexos organicos. O cromio elementar, disponivel por
liberacdo ou contaminacdo € virtualmente nao absorvivel e ndo tem nenhum
valor nutricional (DUCROS, 1992). A absor¢cdo do crébmio trivalente em nivel

intestinal € sempre pobre e mostra uma relacdo inversamente proporcional
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com a quantidade ingerida, variando de 2% no caso do consumo de 2 ug
diarios até 0,5% no caso de 40 pg diarios (FLODIN, 1988).

Dentre as formas mais comuns de suplementagdo estdo 0s minerais na
sua forma ibnica (cloretos, sulfatos, o6xidos, hidroxidos, carbonatos) e outros
sais. Todavia, algumas destas fontes, principalmente no caso de
microelementos minerais, apresentam baixa disponibilidade biol6gica ou baixo
metabolismo no organismo animal (SPEARS, 1989).

A biodisponibilidade dos elementos minerais é influenciada por fatores
como: tamanho das particulas, solubilidade, reatividade, origem do precursor,
grau de calcinacéo e ligantes organicos (HOUSE, 1999).

Em alguns casos, 98% do crbmio inorganico consumido pelo homem na
alimentacdo ndo é absorvido, sendo eliminado pelas fezes (OFFENBAUCHER
et al.,1986). Por outro lado, o crémio organico na alimentacdo pode ter
biodisponibilidade na ordem de 25-30% (MOWAT, 1994).

Ng & Wilson (1997), estudaram a inclusdo de 6xido de crdmio na dieta
de peixe da espécie Ictalurus punctatus. Os resultados obtidos sugerem que o
oxido de cromio nado afeta a utilizacdo da glicose pelo peixe, tornando
evidente que o metal sob forma inorganica € suficientemente inerte para ser
usado como marcador de digestibilidade desta espécie aquatica.

O créomio na sua forma trivalente, formando complexo com compostos
organicos, tem uma absorcdo de 10 a 20% (ANDERSON, 1986). A presenca de
aminodacidos, acido ascorbico, alto nivel de acUcares, oxalato e aspirina na
dieta aumenta a absorcdo de crébmio, enquanto que fitatos e antiacidos
reduzem-na (HUNT & STOECKER, 1996).

Os metais de transicdo, como é o caso do cromio, tém grande tendéncia
de formarem ions complexos, os quais consistem de um atomo de metal
central no qual véarios anions ou moléculas estdo ligados. As ligagbes dos
complexos podem ser desde fortemente covalentes a predominantemente
ibnicas (RUSSEL,1982). A quelacdo pode ser definida como um processo
especial de complexo, formado entre um ligante e um ion metalico, sendo o
produto final denominado quelato (SPEARS, 1996).
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O créomio organico ou quelato € um composto formado por ions
metalicos ligados a uma molécula organica como aminoacidos, peptideos, ou
complexos  polissacaridicos, que proporcionam a estes ions alta
disponibilidade biolégica, alta estabilidade e solubilidade (MORAES, 2000).

Diversos trabalhos in vitro tém demonstrado que 0s minerais , sob a
forma de sais inorganicos, geralmente s&do ionizados no estbmago e
absorvidos no duodeno, onde o pH acido proporciona a solubilidade
necesséria, sendo, depois, ligados a proteinas e incorporados pelas
membranas celulares da mucosa intestinal. O transporte para o interior das
células ocorre pela difusdo passiva ou pelo transporte ativo (MORAES, 2000).

No caso de ocorrer reagdo com coldides insoluveis, ou competicdo com
0s sitios de absorcdo, podera haver perdas consideraveis do mineral em
questao (HERRICK, 1989 ). Ja no caso do mineral quelatado, este é
guimicamente inerte na molécula, ndo sendo afetado por ions metalicos livres.

Ha evidencias que sugerem que a suplementacdo de crébmio seja feita,
em ruminantes, quando o mineral estiver associado a uma particula orgéanica
especifica, ocasi@do em que apresentard maior atividade biolégica e menor
risco toxico (BARUSELLLI, 2000).

Os minerais quelatados sédo absorvidos no jejuno, atravessam as células
da mucosa e passam diretamente para o plasma, ocorrendo a separacdo do
aminoacido ligante no proprio local onde o mineral sera utilizado (ASHMEAD,
2000). Sao caracteristicas importantes dos compostos quelatados: tamanho,
pequeno o bastante, para que os minerais ligados as moléculas carregadoras
sejam facilmente absorvidas, sem perdas; estabilidade, cujas moléculas né&o
sofram interagcbes indesejaveis com outros compostos no trato digestivo;
neutralidade, auséncia de carga elétrica do composto final, evitando assim,
interacbes com o0s demais componentes da dieta, podendo ser absorvido na
forma @ginalqmpeitisAD cafiijuelatados de cromio apresentam melhores
respostas nos experimentos de suplementacdo,uma vez que sdo similares aos
compostos de crébmio existentes na natureza e, por isso mesmo, melhores
utilizados pelo organismo animal (MOWAT et al., 1993 ; CAZES, 1996).
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Existem varias fontes de crébmio organico, embora nem todas tenham
sido testadas em animais de exploracdo zootécnica. As duas formas organicas
de crbmio mais pesquisadas sdo o crémio das leveduras e o picolinato de
cromio. Estas duas fontes de cromio tém mostrado boas respostas de
biodisponibilidade em trabalhos realizados com animais (LINDEMANN,1996).

2.4 Deficiéncia de cromio

Embora n&o haja nenhum padrdo preestabelecido para requerimento
de créomio em bovinos de corte (GALYEAN et al., 1999), o National Research
Council (1996) sugere que os resultados de recentes experimentos indicam a
necessidade de suplementacdo com o metal em algumas situagoes.

A demanda de cromio pode variar por causa de mudangas ambientais,
alteracbes no manejo e na dieta (KEGLEY & SPEARS, 1995). Existem certas
situacbes que afetam ou reduzem o crbmio nos animais e no homem. Duas
destas situagbes, sdo a baixa disponibilidade do crbmio nos alimentos e o
efeito do estresse na excregao do cromio (CAZES, 1999).

O crébmio é excretado pela urina e fezes, sendo que a excre¢ao pela urina
€ a principal via (cerca de 80%) de eliminacdo do crémio injetado (MERTZ, 1969
; ANDERSON et al., 1990). A excrecao do cromio pode aumentar de 10 a 300
vezes nas situacdes de estresse ou se a dieta em aclUcares for aumentada
(BURTON, 1995)

Em humanos, a recomendacdo para ingestdo de crbmio esta na meédia
entre 33 - 200ug/dia (HUNT & STOECKER, 1996). Considerando que a
alimentacdo moderna é feita frequiientemente com produtos refinados, os quais
apresentam menor teor deste metal, estima-se que 90% de americanos adultos
consomem dieta deficiente em crémio, com cerca de 40 a 60% do requerimento
diario (ANDERSON, et al., 1992 ; PARMIGIANI & MIDIO, 1994).

A deficiéncia de crémio em nivel celular é de dificil avaliacdo, assim
como o0 estabelecimento de sua exigéncia como elemento essencial, na dieta
de ruminantes. Andriguetto et al. (1990), sugeriram que o0 requerimento de

cromio € da ordem de 0,1ppm/animal/dia enquanto Nicodemo (2000), registra
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gue o consumo maximo de crédmio para bovinos de corte, seria de 1000 ppm,
sem contudo, especificarem qual categoria e a espécie animal.

Hayirli et al. (2001) suplementaram vacas de leite com crémio-metionina
nas concentracbes de 0,03, 0,06 e 0,12 ppm, avaliando o consumo de
alimentos, producdo de leite, ganho de peso e outros parametros metabdlicos,
antes e depois do parto. Os resultados mostraram que a suplementacdo nao
afetou as concentragcbes de triglicérides hepaticos, enquanto aumentou a
ingestdo de matéria seca e producdo de leite no periodo pré e pés-parto. Além
disso, melhorou a sensibilidade a insulina e a tolerancia a glicose no pos-
parto. Evans & Meyer (1992), demostraram que o crébmio pode ter influéncia
sobre a longevidade de ratos. Estudos preliminares em ratos, mostraram que a
longevidade aumentou em 25% quando o cromio foi suplementado na dieta
dos animais em 1000 ppb (EVANS & MEYER, 1994).

A deficiencia de crébmio pode aumentar o risco de aparecimento de
Diabetes mellitus (MERTZ, 1969) e doencgas coronarias (SCHROEDER, 1968),
além de aumentar o colesterol sérico (LDL) e triglicérides (RIALES & ALBRINK,
1981; MOSSOP, 1983)

Wright et al. (1994), registraram O6timos resultados na suplementacdo de
bovinos com 0,14 ppm de cromio, submetidos a situagdo de estresse e
vacinados contra a doenca respiratdria bovina, virose sincicial respiratéria e
pasteurelose. Os dados avaliados foram: ganho de peso, ingestdo de
alimentos e nivel de cortisol. Burton et al. (1994), obtiveram resultados
semelhantes com animais vacinados contra IBR e parainfluenza virus -3.

Animais, antes do parto, podem apresentar aumento na concentracao
sangilinea de cortisol, fato que pode interferir na sua producdo de anticorpos e
o crébmio tem demonstrado produzir melhor resposta imune, além de reduzir a
glicose e concentragéo de cortisol no sangue destes animais (CAZES, 1999).

A suplementacdo com cromio melhora a resposta imune mediada por
células, reduz a taxa de cortisol sanglineo e aumenta a concentracdo de
anticorpos em bovinos (KEGLEY et al., 1996; MALLARD & BORGS, 1997).

Evans (1989), \verificou que a concentragdo de cromio nos tecidos,

tende a ser mais baixa em areas do mundo onde hd uma maior incidéncia de
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diabetes em humanos adultos, situacdo esta que respondeu bem a
suplementacao com crémio.

Como resultado da baixa disponibilidade do crbmio na maioria das
fontes organicas de alimento, h4 uma diluicdo do crébmio corporal devido ao
crescimento, resultando que uma percentagem da populagdo humana e
animal, ird apresentar, em idades avancadas, o0s sintomas de deficiéncia
(LINDEMAENH#I9Research Council (1989) recomenda para humanos a ingestéo
diaria de 50-200 pg de crébmio/dia, aceitando o pressuposto de que a média de
absorcdo do crébmio nos alimentos normais € de 0,5%, ou seja, quase que
totalmente indisponivel.

O estresse, oriundo de varias fontes, tem demonstrado interferir
significativamente no processo de excregdo do cromio. Em seres humanos, o
exercicio, a lactacdo, dietas com elevados teores de aclcar, processos
infecciosos, traumatismos fisicos, sdo alguns dos fatores que afetam o nivel
de crébmio sob forma aguda ou cronica (ANDERSON, 1994). Além destes, a
gestacdo e nivel de proteinas nos alimentos também podem provocar pressao
no limite de fornecimento do cromio (MERTZ & ROGINSKI, 1969).

Nos animais de producdo, os fatores estressantes relacionados com a
deficiéncia de cromio s&o: envelhecimento, manejo reprodutivo, altas
densidades, transporte, infec¢cdes, manejo de desmame, confinamento e
medicacédo, além de dietas inadequadas (LINDEMANN, 1996).

Situacbes de estresse de animais, tais como transporte, desmame e
castracdo entre outras, podem ser amenizadas com a administragdo de
cromio. Estudos realizados no Canada, mostraram que a suplementacdo de
cromio na dieta diminuiu significativamente os fatores de estresse em bovinos
e reduziu a incidéncia de doencas respiratérias e a necessidade de
antibioticoterapia (MOWAT, 1994). A suplementacdo com cromio ndo é efetiva
em animais tratados com antibiético (CHANG & MOWAT, 1992).

2.5 Cromio nos alimentos

E muito varidvel a quantidade de cromio nos alimentos destinados a

humanos e animais e depende de alguns fatores como natureza e origem das
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fontes nutricionais, processamento, tipo de contaminacdo ambiental,
composicdo do solo (caso de plantas) e substrato de crescimento do
microrganismo (especialmente leveduras). Em condicbes de estresse, a
biodisponibilidade do crémio € muito baixa (MORDENTI et al.,1997).

De um modo geral, as dietas humanas nado excedem a 0,5 ppm . O
conteudo de crbmio nos cereais e batata gira em torno de 0.1 ppm, embora
algumas amostras de milho exceda a 20 ppm (ADRIAN, 1991). A levedura é
rica em cromio, ainda que a concentracdo deste microelemento dependa da
natureza do substrato fermentado (ZETIC et al.,2001). A carne e 0S seus
derivados tém um conteudo constante e relativamente baixo de crémio, em
média 8, 15vmuaréM@R DéMajbet @dtyd997igado e batata tém alta concentracdo de
crdmio, assim como varios frutos do mar, cereais integrais, queijos e centeio
tém valores intermediarios. O processo de refinacdo extrai o crémio junto com
o germe e o farelo, enquanto que a refinacdo do aclUcar separa o crémio em
por¢cdes de melago (ANDERSON &
KOZLQYV/SKvitellaB5)de cromio no leite tende a ser mais baixo na lactacéo,
embora o colostro seja mais rico. O mineral se encontra ligado a gordura do
leite e por isso o leite desnatado tem menos crbmio que o leite integral, a
manteiga e 0 queijo. A média no leite € da ordem de 0,015 ppm (ADRIAN,
1991). O ovo tem entre 0,005 e 0,02 ppm, sendo que a gema pode ter de 2 a 20
vezes mais (MORDENTI et al.,1997).

Bonomi et al. (1997), pesquisaram o conteudo de crébmio em setenta
amostras de feno de alfafa, encontrando valores em torno de 0,70 mg/kg ou 0,7
ppm. O conteudo de crémio em forragens é bastante variavel, indo de apenas
tracos do elemento até 5 ou 10 ppm (BEGLIOMINI et al., 1979). Fosfatos
contém de 60 a 500 ppm de crédmio, com valor médio de 200 ppm (SULLIVAM et
al.,1994), mas a biodisponibilidade do crébmio de fosfatos € limitada. Em
melacos, o conteudo é de aproximadamente 2 ppm, dai o alto conteddo de
cromio em leveduras crescidas neste substrato (MORDENTI et al.,1997).

Sob condicbes normais, o conteuddo de crébmio nos alimentos pode
variar de 0,1 ppm nos cereais a 200 ppm nos fosfatos, como conseqiéncia

racbes completas ou suplementares podem mostrar diferentes concentragcbes
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de crémio, dependendo da matéria-prima usada. Abundante literatura cientifica
sobre microelementos minerais mostra que o crémio trivalente tem absorcéo
muito baixa, alcangcando valores de 0,5 a 3,0 %, se administrado na forma
inorganica. O cromio administrado sob forma de complexos organicos de
leveduras ou ligados a compostos como proteinatos, picolinato, nicotinato ou
disponivel em racBes de origem animal pode ser mais prontamente absorvido
e a absorcdo sera inversamente proporcional a quantidade consumida
(FLODIN, 1988).

A concentracdo do elemento crbmio € bem menor nos meios liquidos,
sendo menor ainda em aguas marinhas do que em aguas fluviais (CHRISTIAN
& FELDMAN, 1966).

Wallach (1985), demonstrou que o cromio tende a fazer parte de alguns
tecidos como pele e anexos e, também alguns o6rgdos, como rins, figado,
0ssos, baco e pulmdes, sendo que o0 seu acumulo em mauasculos €& muito
limitado ou inexistente, sugerindo que dietas ricas em cromio usadas na

alimentac&o animal, ndo constitui qualquer risco para o consumidor.
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2.6 Levedurade cromio

A adicdo de culturas de levedura na racdo de animais, tornou-se pratica
freqlente nos Uultimos anos. Os beneficios proporcionados pelo seu uso séo
inUmeros, dos quais podemos citar: aumento da producdo e da gordura no
leite, aumento do pH ruminal, diminuicdo na producdo de metano, aumento no
namero de microrganismos do rumem, aumento no numero de bactérias
celuloliticas e anaerdbicas (DAWSON & NEWMAN, 1987; WIEDMEIER et al.
1987; HARRISON et al., 1988 ; PIVA et al., 1989; WILLIAMS, 1989; WILLIAMS et
al., 199%)edmeier et al. (1987) observaram que o aumento do numero e
proporcdo de bactérias celuloliticas no ramen, resulta em melhora da
digestibilidade dos carboidratos.

Animais suplementados com culturas de levedura apresentaram
aumento significativo na ingestdo de alimentos, producdo de leite, ganho de
peso, producdo de &cidos graxos volateis, aumento na digestdo e pH ruminal
(RUF et al., 1953; PHILLIPS & VONTUNGE, 1985; MARTIN et al., 1989).

Arambel & Kent (1990) observaram que animais estressados
apresentaram maior ingestdo de alimentos , quando suplementados com
culturas de levedura, em consequéncia de um aumento no numero total de
bactériesasstulelitetasal.(1992), suplementaram com cultura de levedura (Yea-
Sacc-Alltech), vacas de leite holandesas portadoras de cénulas no rimen e
duodeno. Eles analisaram o nitrogénio ruminal, ingestdo de matéria seca,
producdo de leite e fermentacdo. Os resultados mostraram aumento na
ingestdo de matéria seca e producdo de leite, todavia n&o observaram
influéncia na composicdo do leite. Verificaram, também, aumento da
digestibilidade da proteina e reducdo da producdo de &acido latico, apesar de
ndo ocorrer alteracdo do pH. A sintese de aminoacidos tende a ser mais alta
nos aniedis stupeM@0@esadicionaram cloreto de cromio em meio de cultura de
Saccharomyces cerevisae visando o estimulo para crescimento da levedura,
além da producdo de etanol. Extratos da cultura apresentaram o fator de
tolerancia a glicose (GTF), verificada pela acentuada producdo de CO; no

processo e aumento na utilizagéo da glicose.
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Os efeitos da suplementacdo com o uso de levedura, sobre parametros
como aumento do pH ruminal, aumento da concentracdo de proteina, a
fermentacdo no ramen, reducdo da producdo de metano, somados ao aumento
do numero total de microrganismos e bactérias celuloliticas, foram observados
nos trabalhos realizados por Piva et al. (1993).

Chiquette (1995), realizou dois experimentos, utilizando culturas de
leveduras Saccharomyces cerevisae e Aspergillus orysae, sozinhas ou
combinadas , como suplemento de bovinos de corte. Ele constatou aumento
na producdo de acetato, propionato e acidos graxos totais, no rumen daqueles
animaiMeonaifisageensds. Mowat (1993), verificaram diferentes niveis de
suplementacdo com levedura de crobmio em vitelos submetidos a estresse
(transporte, aumento da densidade animal, restricdo da alimentacdo e outros).
Os niveis utilizados foram 0, 0,2, 0,5 e 1 ppm. Concluiram, que as mais altas
concentracbes de suplementacdo aumentaram significativamente, a taxa de
crescimento, ingestdo de matéria seca, reducdo de doencas e taxa de cortisol,
mostrando ter ocorrido reducao no estresse.

Sano et al. (1991), trabalhando com vacas de leite prenhes, estudaram a
relacdo da resposta a insulina e suplementacdo com concentracdes diferentes
de crébmio levedura (0,2-0,4 e 0,6 ppm). Um significativo aumento de resposta a
insulina ocorreu com 0,2 e 0,4 ppm, mas este efeito foi perdido com 0,6 ppm.
Segundo Venchikov (1974), este padrao de resposta ndo € incomum, ja que as
respostas biolégicas e, em particular, a resposta aos microelementos,
freqientemente aumentam até um platd e podem até mesmo diminuir, com o
aumento do estimulo dentro de sua zona bioldgica de acao.

A utilizacdo de levedura na nutricAo animal passou a ter interesse cada
vez mais crescente, ndo s6 em razdo de seu valor protéico, mas também pelos
valores nutritivos agregados como: capacidade de alterar o padrdo de
fermentacdo ruminal, potencial de se combinar com patdgenos entéricos,
presenca de mananos com acdo antimicrobiana, capacidade de formar
guelatos com minerais tornando-os mais biodisponiveis (MACHADO, 1997).

Segundo Machado (1997), as culturas de leveduras desidratadas

produzidas no Brasil, sdo mortas por um processo de termolise, o qual leva ao
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rompimento e destruicdo das células. Por outro lado, as culturas de levedura
importadas apresentam-se como células vivas, ja que ndo passam pelo
referido processo industrial.

A cepa 1026, para uso industrial, descoberta em 1982, propiciou uma
analise cientifica mais acurada de aditivos naturais do alimento, a qual,
finalmente tornou-se possivel depois de muitos anos, gracas ao aparecimento
da levedura padrdo para alimentos. O Yea-sac 1026 é agora conhecido por
estimular certas populacdes microbianas no rdmen e trato gastrointestinal,
promovendo deste modo a digestdo de fibras e removendo o acido latico da
fermentacdo. A atividade resiste a peletizacdo, podendo ser usado em
combinag¢do com ionoforos para estimular absorcao (LYONS, 1997).

De acordo com Dawson (1993), a Yea-sac 1026 estimula o crescimento e
a atividade de bactérias que degradam a fibra aumentando a producdo de
acido acético e propiénico, além de estimular o crescimento de bactérias que
ativam o Acido latico. Estes eventos determinam a elevacdo do pH ruminal,
proporcionando ambiente mais favoravel para o0 desenvolvimento da
microbiota em geral e um maior aproveitamento do nitrogénio da dieta,

resultando em maior producéo de energia e de proteina.

2.7 Imunizacao contra a raiva

A raiva € uma doenca infecciosa conhecida desde a Antiguidade sendo
que os primeiros relatos sobre a doenca podem ser encontrado no Cédigo
Eshuma, da antiga Mesopotamia, no ano 500 A.C. (STEELE, 1975). O agente
etiologico da raiva é um virus RNA, neurotrépico, grande, cilindrico, em forma
de bala de revélver, pertencente a familia Rabdoviridae, género Lyssavirus
(MARTIN & SEDMAK, 1983 ; MURRAY et al., 2002).

Inicialmente, os virus rabicos foram classificados em quatro sorotipos:
sorotipo 1 (virus de rua) e trés cepas vacinais, 0s sorotipos 2,3 e 4 (lagos bat,
mokola e duvenhage). Algum tempo depois foram identificados, na Europa,
mais dois genétiposio 5 e o0 6 (EBL 1 e EBL 2). Mais recentemente, foi
identificado o sorotipo 7 na Australia (HARPER et al. 1997).
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A estrutura do virus da raiva é composta por cinco proteinas:
nucleoproteina (N), fosfoproteina (P), matriz protéica (M), glicoproteina
transmembranica (G) e a polimerase (L) (ITO et al., 2001; MCGETTIGAN et al.,
2003) .A glicoproteina do envoltério viral € o Unico antigeno capaz de induzir a
sintese de anticorpos anti-rdbicos neutralizantes no hospedeiro
(MURRiaYedt al., @Q00A), destacaram a participacdo da glicoproteina do virus da
raiva nas respostas celulares do hospedeiro, na produgcdo de anticorpos, além
de significativa fungdo no mecanismo de patogenicidade.

A raiva € transmitida, exclusivamente, pelos mamiferos infectados, os
quais constituem o0s Unicos seres vVvivos susceptiveis ao virus (INSTITUTO
PASTEUR, 2002) e, circunstancialmente, por portadores inaparentes
(DOMINGUES & LANGONI, 2001).

Com freqUéncia, o0s morcegos hematéfagos aparecem como 0s
principais vetores do Lyssavirus para os herbivoros domeésticos, na América
Latina e no Brasil, principalmente o Desmodus rotundus (LARGHI & NEBEL,
1985; MATTOS et al., 1996; PASSOS et al., 1998; RODRIGUES DA SILVA et al.,
2000).No Brasil sado catalogados cerca de 140 espécies de quiropteros, dos
quais, em 31 espécies ja se isolou o virus rabico, estando incluido neste
namero hematéfagos, insetivoros, frugivoros e onivoros, fornecendo forte
indicacdo de que todas as espécies de morcegos sao transmissores em
potencial do virus, independente de seu habito alimentar (SCHNEIDER et al.,
1996 ; UIEDA et al., 1996 ; INSTITUTO PASTEUR, 2002).

O periodo de incubacdo da raiva depende de fatores como cepa do virus,
espécie do hospedeiro, tamanho do indéculo e, principalmente, da proximidade
entre o local da inoculacdo e o sistema nervoso central. A variacdo deste
tempo pode ser provocada pela retencdo do virus nos midcitos existentes no
local de inoculacdo, de modo que o virus pode permanecer no local da
inoculagdo por dias e meses (MARTIN & SEDMAK, 1983 ; MURRAY et al.,
2002).A penetracdo do virus nos nervos periféricos pode também explicar um
encurtamento no tempo de incubacdo apds exposicdo e sua migracao
centripeta r4pida para o sistema nervoso central, sem prévia replicacdo em
tecido nao nervoso (MARTIN & SEDMAK, 1983).
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Apds inoculacdo subcutdanea ou intradérmica, o virus se multiplica
localmente, migrando apds alguns dias para o sistema nervoso central por
meio dos nervos periféricos, radiculas espinhais e medula espinhal,
produzindo encefalite viral (SMITH, 1994; INSTITUTO PASTEUR, 2002). Ele
infecta 0s nervos periféricos ao atravessar os fusos neuromusculares e
neurotendinosos e, a progressdo ao longo do nervo, acredita-se ocorrer nos
espacos teciduais do fasciculo nervoso (BAER, 1975).

A disseminacdo para o cérebro pode ocorrer por transporte passivo no
liguido cérebro espinhal, nervos ou sangue (MARTIN & SEDMAK, 1983;
MAYHEW & MACKAY, 1982 ; MURRAY et al., 2002). Ele pode se replicar nos
miocitos do local de penetragdo, permanecendo indetectdvel por semanas e
até meses, antes de se dirigir ao sistema nervoso central (MURRAY et al.,
2002).Ao alcancar o sistema nervoso central, o virus se espalha rapidamente
por multiplicacdo nos neurbnios do cérebro, da medula espinhal, do tronco
simpatico e nas células da glia (MARTIN & SEDMAK, 1983; MAYHEW &
MACKAY, 1982 ; MURRAY et al.,, 2002). Apés progredir de modo centrifugo até
o nervo periférico pelo fluxo axoplasmatico, ele se replica nos ganglios
espinhais e raiz dorsal do nervo periférico correspondente (MAYHEW &
MACKAY, 1982; MARTIN & SEDMAK, 1983; MURRAY et al., 2002).

Disfuncdes neurolégicas poderao resultar em alteracoes
comportamentais, além de anomalias variaveis dos nervos craniais e
periféricos. Os sinais clinicos podem incluir perda multifatorial do
funcionamento dos neurbnios motores inferiores (SMITH, 1994).

O prognostico da raiva € sempre fatal em todos os casos nado tratados,
representando por iSSsO mesmo sério problema de saude publica
(INSTITUTO PASTEUR, 2002).

A raiva causa prejuizos econbmicos consideraveis em bovinos
destinados a producdo de leite, carne e reproducdo (ACHA, 1967 ; TUPINAMBA
VALENTE & SIQUEIRA AMARAL,1972 ; ALBAS, et al., 1995 ; ALBAS, et al., 1998
; OLIVEIRA et al., 2000), sendo, em razéo disso, considerada como uma das

mais importantes zoonoses (MURRAY et al., 2002).
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No Brasil, o nimero de casos da doenca ainda permanece muito alto
(SCHNEIDER et al., 1996 ; ALMEIDA et al., 1997). Bovinos e equinos sao
severamente afetados (PEIXOTO et al.,2000 ; OLIVEIRA et al.,2000). A maior
preocupagdo ocorre com bovinos, pois estes animais ocupam a segunda
posicdo em numero de casos da doenca, superados somente pela espécie
canina (CENTRO PANAMERICANO DE ZOONOSES, 1989).

Estima-se mortalidade entre 30 a 40 mil bovinos/ano no Brasil, com
prejuizo da ordem de 15 milhdes de ddlares (RODRIGUES DA SILVA et al., 2000
; INSTITUTO PASTEUR, 2002), cifras que podem ser maiores, jA que poucos
casos suspeitos sdo encaminhados para diagnéstico laboratorial (MONTANO
et al., T8Bpra a vacinagcdo contra a raiva exista desde a segunda metade do
século XIX, desenvolvida inicialmente por Pasteur (BIER, 1963 ; TURNER,
1984), no Brasil em 1999, em véarios estados a raiva afetou 970 canideos, 2.628
bovinos, 331 outros animais domeésticos e 31 animais selvagens (UMEHARA et
al., 200d9has et al. (1995),constataram auséncia de resposta protetora, além de
queda acentuada do titulo de anticorpos logo ap6s a vacinagdo anti-rabica.

Em razdo deste fato, diversos trabalhos tém sido realizados visando a
obtencdo de uma vacina mais eficiente e mais duradoura, além de esquemas
vacinais mais adequados, nas regidbes onde a doenca ainda ocorre (ALBAS et
al., 1998 ; ALBAS et al., 2002 ; ASPDEN et al., 2002 ; UMEHARA et al., 2002).
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3. MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado entre agosto e dezembro de 2001, em colaboracao
com o Departamento de Clinica Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da UNESP — Campus de Botucatu — SP, Departamento de Quimica e
Bioquimica do Instituto de Biociéncias — UNESP — Campus de Botucatu — SP,
Instituto Biolégico de Séo Paulo, Seccdo de Presidente Prudente — SP e a
propriedade “Estancia Vieira de Leiria “- municipio de Mirante do Paranapanema —
SP (Figura 1).

A propriedade de 146,4 ha, possui solo arenito Bauru, com altitude meédia
de 432 m, latitude 22° 18” e longitude 51° 56” , regime pluvial de outubro a abril e
periodo seco de maio a setembro.

Figura 1 — Vista parcial da pastagem de Brachiaria decumbens com animais do ensaio, na

Estancia Vieira de Leiria, Mirante do Parapanema — SP.
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3.1. Formacgéo dos grupos de animais

Os animais utilizados, novilhas, com idade entre 2 e 5 anos, com peso médio
corporal de 300 kg, identificados por meio de brincos de PVC, mantidos em pastos
de Brachiaria decumbens, 4gua natural fornecida em caixas de concreto, com
cochos cobertos para fornecimento do sal mineral. O sistema de manejo é o de cria
extensivo para a producédo de bezerros.

De um rebanho de 160 fémeas, foram selecionados 75 animais, 0s quais
foram divididos em grupos de 15 animais. Os animais de cada grupo foram
separados em cinco pastos individuais, cuja graminea foi analisada no periodo da
seca e das aguas, para verificacdo dos niveis de mineral existentes, assim como a
agua fornecida.

Os grupos receberam os seguintes tratamentos: O Grupo GC, né&o recebeu
imunizagdo contra a raiva e nem suplementacdo com levedura de cromio. O Grupo
GV, recebeu imunizacdo contra a raiva, mas nao suplementacdo com levedura de
cromio. O Grupo GV + 8,5, recebeu imunizag&o contra raiva e suplementagdo com
8,5 ppm de levedura de créomio. O Grupo GV + 17, recebeu imunizagdo contra a
raiva e suplementacdo com 17 ppm de levedura de crémio. O Grupo GV + 34,
recebeu imunizacdo contra a raiva e 34 ppm de levedura de crémio . Todos os
animais dos tratamentos GV + 8,5, GV + 17 e GV + 34 receberam 70 g de sal
mineral adicionado de levedura de crémio, fornecido diariamente, durante todo o

experimento (Figuras 2 e 3).

75 animais da raca nelore divididos nos
seguintes grupos

GC GV GV+8,5 GV+17 GV+34
sem com com com com
vacinae vacinae vacina e vacina e vacina e
sem sem 8,5 ppm 17 ppm 34 ppm
crémio cromio de de de

crémio croémio crémio

Figura 2- Organograma da distribuigdo dos grupos de animais
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As colheitas de sangue ocorreram em: 22 de novembro de 2001 (inicio);
21 de dezembro de 2001 (trinta dias); 20 de janeiro de 2002 (sessenta dias); 19
de fevereiro de 2002 (noventa dias). Antes do inicio do experimento, foram
realizadas andlises de crdomio nas pastagens e na agua fornecida aos animais,

bem como adaptacao aos piquetes e a mistura mineral com levedura de crémio.

Figura 3 — Grupo de animais do ensaio aguardando a colheita de sangue.

3.2 Suplementacdo com crémio

A suplementacédo do crémio foi feita incorporando levedura de crémio ao sal
mineral (Quadros 1 e 2). O mineral assim preparado, era distribuido em cochos
cobertos, nos piquetes onde se encontravam 0s grupos de animais, na base de
70 g/cabeca, duas vezes/semana.

Foram desenvolvidas 03 formulas de suplemento mineral2, contendo 60 g de
fésforo/kg do produto, variando apenas na concentracdo do crébmio. A fonte do
cromio foi o produto Q-Factor Il1* que contém 1% do principio ativo. Férmula 1: 0,85
% de Q-Factor Il (8,5 mg/kg de crémio) Férmula 2: 1,70 % de Q-Factor Il (17 mg/kg
de crémio) Férmula 3: 3,40 % de Q-Factor Il (34 mg/kg de crémio)

1 Alltech do Brasil

2 Fort Sal Suplementos Minerai Ltda
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Os animais do Grupo GV + 8,5 consumiram 70g/cabeca da formula 1 com 8,5
ppm de Cr, tendo, portanto, uma ingestdo diaria média de 0,595 mg de
Cr/cabeca/dia. Os animais do Grupo GV + 17 consumiram 70g/cabeca da férmula 2
com 17 ppm de Cr, tendo, portanto, uma ingestao diaria média de 1,19 mg de
Cr/cabeca / dia. Os animais do Grupo GV + 34 consumiram 70 g/cabeca da formula
3 com 34 ppm de Cr, tendo, portanto, uma ingestédo diaria média de 2,38 mg de

Cr/cabeca/dia (Figura 4).

Figura 4 — Distribuicdo nos cochos do suplemento de crémio (Q-Factor Ill) adicionado ao sal

mineral.
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Quadro 1 — Niveis de garantia da mistura mineral fornecida aos animais do
experimento ( sal mineral). MS = matéria seca, NDT = nutrientes digestivos totais,
PB = proteina bruta, Ca = calcio, P = fésforo, Na = sddio, Mg = magnésio, S =
enxofre, Cu = cobre, Zn = zinco, Fe = ferro e Mn = manganés, Co = cobalto, | = iodo,

Se = selénio, Ni = niquel e Cr = crbmio .

Nutriente | Unidade Quantidade
MS % 98,28
NDT % 1,40
PB % 0,32
Ca o/Kg 30

P o/Kg 60
Na g/Kg 144
Mg 9/Kg 10,76

S 0/Kg 12
Cu mg/Kg 1200
Zn mg/Kg 4200
Fe mg/Kg 4.733,59
Mn mg/Kg 900
Co mg/Kg 90

I mg/Kg 130
Se mg/Kg 22,5
Ni mg/Kg 21
Cr ppm 8,5(GV +8,5) 17 (GV+17) 34 (GV+34)

Quadro 2 — Niveis de garantia da levedura de cromio adicionada ao sal

mineral, utilizada na suplementag&o dos bovinos durante o ensaio

Fonte de cromio Q- FACTOR IlI
Composicéo basica Saccharomyces cerevisae seco rico em Cr3*
Niveis de garantia 1000 mg de Cr3*/kg por produto
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3.3 Colheita de amostras

De todos os animais foram retiradas amostras de sangue, mediante puncao
jugular, com agulha 25 x 7 , diretamente em tubo de 10 ml identificados com o
nuamero de cada animal. A colheita das amostras ocorreu nos dias 0, 30, 60 e 90.
O sangue em tubos sem anti-coagulante, foi centrifugado para a obtencéo de soro, o
qual foi acondicionado em tubos “eppendorf’ de 1,5 ml, em triplicatas, identificados
com o numero do animal, 0 grupo a que pertencia e a analise a ser efetuada , sendo

mantidos em “freezer” a—20° C (Figura 5).

Figura 5 — Colheita de sangue por meio de puncéo jugular.

3.4 Dosagem do Crémio no Soro

As amostras de soro, acondicionadas em caixas térmicas contendo gelo,
foram transportadas para o Departamento de Quimica e Bioquimica do Instituto de
Biociéncias — UNESP — Campus de Botucatu — SP, para andlise do cromio. Para a
determinagao do cromio foi utilizado um espectrofotdmetro de absor¢cao atdmica com
forno de grafitez com corretor “Self-Reversal” para corre¢cdo de fundo, amostrador
automatico, lampada de catodo oca de crémio, operando a 10 mA, no comprimento
de onda de 357,4 nm.

1 Vacutainer -BD
2 VVarian —-modelo AA-800
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Utilizou-se uma fenda de 0,5 nm, tubos de grafite recobertos piroliticamente e
vazao de 3 L min 1 de argbnio com gas de purga, interrompido durante a etapa de
atomizacdao (etapa 6 do Quadro 3). Os volumes de amostra e de modificador quimico
paladium injetados no tubo de grafite foram de 10 pl. Os copos do amostrador
automatico foram previamente descontaminados em banhos de acido nitrico a 10 %
por 24 horas.

Foram utilizadas solug6es estoques contendo 1000 mg L1 de cromio! e 2%
m/u paladiumz em 1% u/u de &acido nitrico, com pureza de 9,999%. Para a
calibracdo do aparelho (Figuras 6 e 7) foram utilizados padrdes a partir da solucao
estoque de 1000 pg/l na faixa de concentracéo de crémio entre 0 a 5,0 pg/ml. Todas
a solucdes foram preparadas com agua purificada a 8 mQ em sistema Milli - QRs.

Um volume de 1 ml de amostra foi diluida 5 vezes com agua deionizada.
Dessa solucéao, foi retirada uma aliquota de 1 ml e acrescentado 0,5 ml da solugéo
de 100 mg/l de nitrato de paladium (modificador de matriz) acertando-se, em
seguida, o volume para 5 ml, dando uma diluicdo final de 1:25. Utilizou-se como
branco analitico uma solu¢do aquosa contendo 10 mg/l de paladium. O programa de

aguecimento utilizado esta apresentado no Quadro 3.

Quadro 3 — Programa de aquecimento para determinagcédo de cromio. Volume injetado 10 ml

da amostra + 10 ml de modificador de paladium.

Etapa Temperatura (°C) Tempo (seqg.) Leitura

1 120 20 N&o
2 250 10 N&o
3 700 10 N&o
4 700 3 N&o
5 2500 3 N&o
6 2500 3 Sim

! Merk

2 Aldrich
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Figura 7 — Separacao de soros para analises.
Figura 6 — Aparelho de espectrofotdmetro
de absorc¢ao atdbmica com forno de grafite

(andlise de crémio).

3.5 Dosagem do Cortisol?

A andlise do cortisol no soro foi realizada no Departamento de Farmacologia
do Instituto de Biociéncias da UNESP - Campus de Botucatu — SP. As
concentracbes seéricas de cortisol foram mensuradas por radioimunoensaio (Figura
8) de fase sdlida, utilizando-se kit comercial especifico! para dosagem de cortisol.
Pipeta-se 25 pl de cada amostra de soro, apos descongeladas, em tubo de ensaio
contendo anticorpo anti-cortisol, adicionando-se 1 ml de cortisol sintético marcado

com 112°

O contetdo é homogeneizado e os tubos colocados em banho-maria a 37° C
durante 45 minutos, sendo decantados e o0s residuos removidos com papel
absorvente.

Os tubos sdo mantidos em temperatura ambiente por 12 horas e, apos este
tempo, realiza-se mensuracao da radioatividade remanescente no seu interior por
meio de contador gama, durante 1 minuto e, a partir da curva padrao,

automaticamente calculadas as concentracdes séricas de cortisol.

1 Cortisol — Med-Lab®
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Para a calibracdo neste trabalho, utilizou-se calibradores contendo 0 — 1,380
nmol/l de cortisol na forma liquida. O limite de deteccdo ou dose minima detectavel
do ensaio foi cerca de 5,5 nmol/l e os coeficientes intra e interensaio de 17,6% e
16,1%, respectivamente.

Figura 8 — Dosagem de cortisol no soro por radioimunoensaio.

3.6 Mensuracdo da Resposta Ilmune Humoral

Vacina: foi utilizada a inativada, com as seguintes caracteristicas:

A vacina! utilizada foi BGS-Cell contra raiva em herbivoros, formada por um
suspensdo de virus rabico, cepa PV, replicado em células BHK-21, clone 13,
inativado pela bromoetileinemine (BEI) e adsorvido em hidroxido de aluminio. Partida
n © 007/99 com valor antigénico 108 aferido pelo Teste de Habel (HABEL, 1996).
Este teste € realizado pelo laboratorio de Referéncia Animal — LARA, Ministério da

Agricultura, Campinas, SP, Brasil.

Virus: o virus empregado na prova de soroneutralizacdo foi constituido de
uma suspensdo a 20% de cérebro de camundongos (WILBUR & AUBERT, 1996)
infectados com virus rabico fixo amostra CVS (Challenge Virus Standard)?, replicado
recentemented . Posteriormente, foi liofilizado e mantido a temperatura de — 20°C até

0 momento de uso.

1 Lab. Hertape Ltda — Belo Horizonte-MG
2 Lab.de Referéncia Animal-LARA — Campinas-SP
3 Lab. Bio Vet- S.A . — Vargem Grande-SP
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Soros: foram inativados em banho-maria a 56°C durante 30 minutos e
mantido a temperatura de — 20°C, em aliquotas de aproximadamente 2,0 ml até o
momento de uso.

Teste de Soroneutralizacdo em Camundongos (SN): este é um teste
“in vivo” (Figuras 9 e 10) desenvolvido por Fitzgerald (1996), que utiliza
camundongos suicos, albinos, no peso de 14 a 16 g. Consiste na neutralizacao,
utilizando-se uma série de diluicbes de soros, mesclada com uma dose constante de
virus previamente titulado. Pode ser usado para titular qualquer tipo de soro que
contenha anticorpos anti-rabicos. Neste trabalho foram utilizadas diluicdes multiplas
de 5 (1:5, 1:25, 1:125, 1:625 e 1:3125). Para cada diluicdo de soro, foi agregada
uma diluicdo fixa do virus, de forma a conter, em média 31,6 doses letais 50 (DLsp)
As misturas virus-soro foram colocadas em estufa a 37°C, durante 90 minutos e, a
seguir, cada uma delas foi inoculada pela via intracraniana, na dose de 0,03 ml por
animal, em cinco camundongos por diluicdo. Adotou-se tratamento igual para o
controle do virus. Neste caso a suspensdo de virus foi submetida a diluices
decimais, misturando-se a seguir, com igual volume de diluente, e da mesma forma,
estas diluicbes também foram incubadas e, posteriormente, inoculadas em
camundongos na mesma via e dose acima citadas. Durante as inoculacbes as
referidas misturas foram mantidas em banho de gelo.

Os animais inoculados foram observados diariamente durante 14 dias. Foram
registradas, para efeito de interpretacdo das provas, as mortes ocorridas a partir do
quinto dia, precedidas da sintomatologia caracteristica (paralisia das patas e
tremores). Os titulos dos soros e do virus controle foram calculados por meio do
método de Reed & Muench (1938). Foi considerado reagente, o soro que
apresentou titulo > logio = 0,69, significando que a diluicdo 1:5 protegeu 50% dos
camundongos inoculados.

Diluente: o diluente, tanto para os soros, como para a suspensao viral, foi
composto de agua destilada acrescida de 2% de soro normal de cavalo contendo
antibiéticos (1.000 unidades de penicilina e 1, 25 miligramas de estreptomicina por
mililitro).

Camundongos: para o0 teste de soroneutralizacdo foram utilizados

camundongos suicos albinos, de ambos 0s sexos, pesando de 14 a 16 gramas, com
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idade aproximada de 30 dias, do biotério do Instituto Butantan, SP, Brasil.

Figura 9 — Inoculacéo intracerebral em camundongo albino.

Figura 10 — Camundongos albinos para teste de soroneutralizacéo.

3.7 Anédlise Estatistica

Para a andlise estatistica foi utilizado o programa software computadorizado
Microcal (TM) Origin 6,0 Profissional. O titulos (N) individualizados em log;o , foram
expressos em logl0 (SN)+1 e o teste ANOVA — Andlise de Variancia, avaliou a
possibilidade de haver diferencas significativas entre os Grupos e entre 0s
dias 0, 30, 60 e 90.

Para a comparacéo do efeito da adicdo do crémio nos 05 tratamentos sobre
os valores de SN, foram ajustadas regressbes do segundo grau, polinomiais
(situacdo dos pares de dados, resultados das leituras dos titulos de SN de bovinos
vacinados com vacina anti-rabica de uso comercial, apés transformacéo logaritmica

log10 (SN+1), em funcdo do tempo- dias de colheita de amostras de soro).
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Para a comparacdo das concentracdes de cromio nos 05 tratamentos, foram
ajustadas regressoes lineares simples (situacdo dos pares de dados, resultados da
concentracdo de cromio nos soro de bovinos, em fungdo do tempo), por meio do
coeficiente angular e linear da mesma (OSTLE & MESING,1975).

Para a comparacdo do efeito das concentracbes de cromio nos 05
tratamentos foram ajustadas regressfes lineares simples (situacdo dos pares de
dados, resultados da concentragdo de cromio no soro de bovinos, em funcdo do
tempo), por meio de coeficiente angular e linear da mesma (OSTLE & MESING,
1975).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Comparacdo entre os titulos de SN dentro dos grupos

A soroneutralizagdo antes da primovacinacgao foi realizada para a certificagéo
de que os animais ndo possuiam anticorpos anti-rabicos, quer por contato com o
virus, quer por vacinagdes que precederam o ensaio.

Para a avaliacdo da eficacia da vacina anti-rabica, os laboratorios de
referéncia utilizam a Unidade Internacional (Ul) para mensuracao dos titulos séricos,
0S quais séo obtidos pela comparagcdo com soro anti-rabico padrdo. Titulos iguais ou
acima de 0,5Ul, apds vacinacao, sdo considerados bons indicadores da resposta
imune contra a raiva, conferindo protecao segura contra a doen¢ca (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 1992). Abaixo desse valor, recomenda-se doses de reforgo até
que o titulo minimo seja alcancado. O teste de soroneutralizacdo (SN) em
camundongos (ATANASIU, 1973) modificado por FITZGERALD (1996), foi escolhido
por ser recomendado pela Organizagdo Mundial de Saude.

No caso da SN, entende-se por titulo protetor de um soro, a reciproca da
diluicdo que protege 50% dos camundongos inoculados via intracerebral. Nesse
experimento, foram considerados reagentes as amostras de soros que apresentam
titulos > que 5 ou logs = 0,69, significando que a diluicdo 1:5 protege 50% dos
camundongos inoculados com virus.

Considerando-se que o titulo minimo para a protecéo contra a raiva € 0,69,
pode-se observar (Tabela 1le Figura 11) que, dos grupos, apenas 0 grupo GV+34

expressa titulo protetor apds 90 dias da vacinagao.
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Tabela 1- Comparagdo entre as médias dos titulos dos anticorpos neutralizantes

transformados pela equacéo log;o =(SN+1) obtidos nos diferentes tratamentos em diferentes

momentos
Dia apds a vacinacgéo
Grupo 30 60 90
GV-GV+8,5 0,51-1,30 0,78-0,79 0,37-0,36
GV-GV+17 0,51-1,78 0,78 -1,08 0,37-0,66
GV-GV+34 0,51-1,40 0,78 -0,97 0,37-0,80
GV+8,5-GV+17 1,30-1,78* 0,79-1,08 0,36 - 0,66
GV+8,5-GV+34 1,30-1,40 0,79-0,97 0,36 — 0,80*
GV+17-GV+34 1,78 -1,40 1,08 - 0,97 0,66 — 0,80
* Diferencas estatisticamente significativas (P<0,05)
2,50 ] X
]
2,25 X n
[ | GC
2,00 - X x oy
a K X
ER i . X | over
— ] - X
© 1,50 u X GV+ 34
r
g 1,25 X Polinémio (GC)
9 :__;.‘ 1,00 N i = Polinémio (GV)
a Z B Polindmio (GV+ 8,5)
S g 0,75 ¢ |—Polinomio (GV+ 17)
S2 050 | —— Polinémio (GV+ 34)
o
c = i
5= 0,25
©
@ 0,00 = R ® =
E 0 30 60 90

coletas de sangue (dias)

Figura 11 — Médias dos titulos de anticorpos neutralizantes transformados pela

equacdo logiy (SN+1) apds a primovacinacao contra a raiva.
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Os parametros das regressdes estabelecidas dos titulos de soroneutralizacao

sdo encontrados na Tabela2.

Tabela 2 —Calculos das Regressdes dos Titulos de Soroneutralizacdo (SN)
transformados logaritmicamente pela Equacéo logio (SN + 1). Grupo GC (sem vacinagdo e
sem crémio), Grupo GV (com vacinagdo e sem crémio), Grupo GV+8,5 (com vacinacéao e
com 8,5 ppm de cromio), Grupo GV+17 (com vacinacdo e com 17 ppm de crémio), Grupo

GV+34 (com vacinacdo e com 34 ppm de crémio)

PARAMETROS
GRUPOS Intercepto ~ Coeficiente bx Coeficiente bx? r2 P
GC _ — - - P<0,0001
GV 0,12597 0,04944 -0,00053535 0,39165 P<0,0001
GV+8,5 0,09297 0,04497 -0,000478705 0,3815 P<0,0001
GV+17 0,14373 0,058 -0,000598887 0,48545 P<0,0001
GV+34 0,10457 0,04573 -0,000435741 0,30981 P<0,0001

Comparando-se as médias dos titulos de SN, grupo a grupo, verifica- se que
decorridos 30 dias da primovacinacdo, ocorre diferenca entre os titulos dos animais
do Grupo GV+8,5 (8,5 ppm de Cr) e os animais do Grupo GV+17 (17 ppm de Cr).

A comparagdo entre as medias dos titulos de SN apdés 30 dias da
primovacinacdo, mostra reducdo progressiva dos titulos de anticorpos,
corroborando ALBAS et al., (1995) ; OLIVEIRA et al., (2000) e RODRIGUES et al.,

(2000), sugerindo a necessidade de reforco na vacinacao.
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E esperada a reducéo progressiva dos titulos de anticorpos, decorrido algum
tempo apds a exposicdo ao estimulo antigénico, como observado no trabalho. Essa
reducdo, segundo Chang & Mowat (1992) ; Burton et al. (1993) ; Bauer (2000), seria
agravada, caso a vacinagao ocorresse sob condicdes estressantes.

E justamente neste padrdo de resposta imune, que o crémio poderia
desenvolver papel modulador da resposta, minimizando os efeitos deletérios do
estresse sobre o animal e, consequentemente, melhorando as condi¢cbes de
producdo de anticorpos (BURTON, et al., 1993 ; MOONSIE - SHAGEER &
MOWAT,1993 ; BURTON, 1994; KEGLEY & SPEARS, 1995 ; WRIGHT et al., 1995).

Na figura 10 fica evidenciado que apenas o grupo GV+34 (vacinado +34 ppm
de crdmio ), mantem titulo protetor até 90 dias apds vacinacdo, prolongando desta
forma o periodo de revacinacdo em relagéo aos outros grupos estudados.

A suplementacédo de bovinos com concentracfes mais elevadas de crémio,
pode proporcionar um maior tempo de imunidade, como acontece nesse
experimento aos 90 dias e, consequentemente, maior resisténcia, embora outros
trabalhos ndo tenham conseguido mostrar influéncia positiva do cromio sobre a
resposta imune (ARTHINGTON et al., 1997; KEGLEY et al., 1997).

A persisténcia do titulo protetor contra a raiva, nos animais suplementados
com maior concentracdo de cromio até os 90 dias, oferece uma expectativa otimista
para o produtor, que busca seguranca e economia na prevencdo dos rebanhos

contra possiveis epizootias.

4.2 Dosagem das concentra¢cdes de crémio no soro.

A Tabela 3 mostra os valores médios das concentracdes séricas de cromio,

nos diferentes grupos estudados.

53



Resultados e Discussao

Tabela 3 - Médias das concentracbes de crébmio nos soros (ppb) nos

diferentes tratamentos em diferentes momentos

Dia ap06s a vacinagao

Grupo 0 30 60 90
GC 11,1 11,2 12,2 18,2
GV 10,2 11,8 12,5 19,3

GV+8,5 11,3 11,8 12,6 20,9

GV+17 9,8 11,9 14,3 18,9

GV+34 9,4 12,7 23,0 16,9

Na figura 12, sdo expressas as médias das concentracdes séricas de crémio.

30 +
27,5 - ec
25 m GV
22’5 - GV+ 8,5
20 X GV+17
!c;,, 17,5 - X GV+34
.\g 15 - Linear (GC)
8 12’5 == Linear (GV)
712 : = | inear (GV+ 17)
’5 =—Linear (GV+ 34)
25 Linear (GV+ 8,5)
0 \ \ \
0 30 60 90

Coletas de sangue (dias)
Figura 12 — Médias das concentracdes séricas de cromio (ppb) nos animais dos

diferentes grupos e nos diferentes momentos.

Os parametros das regressdes estabelecidas das concentracdes séricas de

cromio sdo encontradas na Tabela 4.
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Tabela 4 —Calculos das Regressdes das Concentracdes de Crébmio nos Soros de
Bovinos dos Diferentes Grupos. Grupo GC (sem vacinag¢do e sem crémio), Grupo GV (com
vacinacao e sem crémio), Grupo GV+8,5 (com vacinacdo e com 8,5 ppmde crémio), Grupo
GV+17 (com vacinagédo e com 17 ppm de crémio), Grupo GV+34 (com vacinacdo e com 34

ppm de crémio).

PARAMETROS
GRUPOS Intercepto ~ Coeficiente bx r2 P
GC 10,121 0,014 0,5624 P<0,0001
GV 9,1771 0,094 0,6846 P<0,0001
GV+8,5 9,6363 0,09898 0,5223 P<0,0001
GV+17 8,9398 0,1125 0,6963 P<0,0001
GV+34 9,5591 0,1209 0,6676 P<0,0001

A analise estatistica dos resultados, pelo método de comparacdo de retas
entre si (OSTLE & MESSING, 1975), demonstra ndo haver diferencas significativas
entre os diversos tratamentos. A adicdo de crébmio na dieta ndo altera os niveis
séricos de cromio.

Os valores de crémio séricos encontrados no trabalho, sdo compativeis ou
préximos com o0s valores de literatura, os quais apresentam grande variabilidade.
Segundo MERTZ (1969), os valores médios se situam entre 10 e 440 ppb, para o
homem e animais.

MORDENTI et al. (1997), registram os valores de concentracdo de crémio
sangiineo entre 5 e 50 ppb, em razdo de sua baixa absorcdo e baixa
biodisponibilidade, especialmente nas situacdes de estresse, quando aumenta em
muito a excre¢do urinaria do metal. Por outro lado, a deficiéncia de cromio em nivel

celular é de dificil avaliagdo, assim como o estabelecimento da sua exigéncia por
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parte dos ruminantes, j& que sdo inumeros os fatores que interferem com a
biodisponibilidade.

Em condi¢gbes normais ele é encontrado em concentra¢cdes muito baixas nos
tecidos e no sangue (MERTZ, 1969). Nas situacfes de estresse € que a exigéncia
do mineral aumenta, sendo a forma trivalente preferida para a sua suplementacao,
por aumentar a sua biodisponibilidade (MERTZ, 1992).

Nesse experimento, o crébmio foi adicionado a cultura de levedura
Saccharomyces cerevisae, linhagem Yea-Sacc 1026 cuja recomendacgao de inclusao
e de 10 g / cabeca /dia. Neste nivel de incluséo, o efeito da levedura ndo pode ser

como uma fonte de proteina e sim como metabdlico.

4.3 Dosagem das concentra¢cdes de cortisol no soro

Foram realizadas analises sorolégicas das amostras para deteccdo das
concentragbes sangiineas de cortisol, nos dias 0, 30, 60 e 90, apdés a
primovacinagdo contra a raiva. As meédias das concentracbes de cortisol séo

demonstradas na Tabela 5 e Figura 13.

Tabela 5 — Médias das concentracdes de cortisol (ug/ dl) nas amostras de soros dos

diversos tratamentos em diferentes momentos.

Dia da vacinagdo

Grupo 0 30 60 90
GC 8,96 8,28 7,92 4,94
GV 6,02 6,60 4,89 3,90

GV+8,5 6,39 6,63 8,02 6,51

GV+17 5,91 7,01 5,64 5,28

GV+34 7,91 8,73 5,69 6,78
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18
3 14 ‘ X = GV
g 12 % GV+ 8,5
£ 3 » . x | x GV+17
5 10 TE g ¥ X | x GV+34
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’§~ 5 W — Linear (GV)
5 IM Linear (GV+ 8,5)
S 4 X 3 % |—Linear (GV+17)
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Coleta de sangue (dias)

Figura 13 — Médias das concentracdes de cortisol (ug/dl) nas amostras de soros dos

diversos tratamentos em diferentes momentos.

Os parametros das regressfes estabelecidas das concentracfes séricas de

cortisol sdo encontradas na Tabela 6.
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Tabela 6 —Calculos das Regressdes das Concentracdes de Cortisol nos Soros de
Bovinos dos Diferentes Grupos. Grupo GC (sem vacinagdo e sem cromio), Grupo GV (com
vacinacao e sem crémio), Grupo GV+8,5 (com vacinacdo e com 8,5 ppm de crédmio), Grupo
GV+17 (com vacinagdo e com 17 ppm de crémio), Grupo GV+34 (com vacinagédo e com 34

ppm de crémio)

PARAMETROS
GRUPOS Intercepto Coeficiente bx r2 P
GC 9,3813 0,0409 0,2126 P<0,0001
GV 6,5707 0,027 0,0916 P<0,0001
GV+8,5 6,6294 0,00059 0,0041 P<0,0001
GV+17 6,4558 0,109 0,0168 P<0,0001
GV+34 8,2125 0,0234 0,0641 P<0,0001

Os valores normais médios de cortisol em bovinos de raca zebuina, citados
na literatura, sdo da ordem de 3.16- 3,29 pg/dl (ARAGON et al., 2001); 3,29 ug/dl
(ARAGON VASQUEZ & HERREIRA, 2003 ; CHANG & MOWAT, 1992; MOONSIE
SHAGEER, 1993), 2,07- 3,81 ng/ ml (HOPSTER et al., 1999).

A Figura 12 mostra valores de cortisol muito altos no inicio do experimento,
fato justificado pelo temperamento agressivo demonstrado pelos animais. Com o
decorrer do experimento, o0s animais foram se adequando ao manejo,
permanecendo mais tranquilos em relacéo as fases iniciais do ensaio.

O estresse a que foram submetidos os animais durante o experimento, foi
causado pela caminhada no percurso entre 0s pastos e o brete, pela sua contencao
e puncao da jugular durante a colheita de sangue. HOPSTER et al. (1999),
verificaram em repetidas punc¢des na jugular de bovinos de leite, um aumento nas

concentracdes séricas de cortisol.
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Analisando a Figura 13, verifica-se que os animais dos diferentes grupos
expressam concentracfes de cortisol que variam de 5,91 a 8,96 ug/dl no inicio do
experimento (porém, com valores acima daqueles encontrados na literatura), as
quais decrescem de 6,78 para 4,94 ug/dl, apo6s 90 dias.

O nivel de cortisol ndo varia durante o experimento, sugerindo que a adicao
de crdmio nédo influencia nos niveis séricos de cortisol, resultado que corrobora
KEGLEY & SPEARS (1995), os quais, trabalhando com bovinos sob condi¢des de
estresse e suplementados com cromio, n&o detectaram qualquer diferenca
significativa nos valores de cortisol entre os dias 7 e 35 da suplementacao.

Conflita, todavia, com Chang & Mowat (1992) e Moonsie-Shageer & Mowat
(1993), que encontraram significativa diminuicdo do cortisol sérico em bovinos
submetidos ao estresse e recebendo suplementacdo com crémio, embora essa
diminuicao fosse detectada muito tempo depois da inducéo do estresse.

Estes resultados sugerem que as respostas ao estresse, sdo dependentes de
inUmeras variaveis, incluindo o tipo de estresse, a sua duracdo e o temperamento
dos animais submetidos a ele.

No presente trabalho, como néo ocorre resposta significativa nos valores de
cortisol, pode-se pensar que a persisténcia do titulo de SN no grupo GV+34 ocorre

independentemente do estresse.
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