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RESUMO

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado, em
esquema de andlise fatorial, com 3 tratamentos principais e 2 tratamentos
secundarios, sendo cada tratamento composto por 6 unidades experimentais. Foram
utilizados 36 camundongos Swiss senis, divididos em 6 tratamentos. Os tratamentos
principais avaliados foram: TC (tratamento controle — ragdo comercial); Tl (cromo na
forma de cloreto cromo - 100 mg.kg™ racdo); TO (cromo organico complexado com
metionina — 100 mg.kg™? ragdo). Os valores de inclusdo na dieta foram estabelecidos
com o intuito de obter um consumo médio diario de 0,5 a 0,7 mg/kg? de cromo
(consumo médio de racdo de7g/dia). O experimento teve duracdo de 35 semanas,
dos quais 28 semanas foram utilizadas para diferenciacdo de peso entre individuos,
gue constituiram o tratamento secundario (obesidade), 1 semana para adaptacdo a
dieta e 6 semanas de avaliagcdo experimental. O peso dos animais e o consumo de
ragédo foram determinados semanalmente e os resultados expostos em intervalos de
14 dias. Na determinagcdo do colesterol total, no 42° dia de suplementacdo, os
animais foram mantidos em jejum prévio de 3 horas através de puncdo da veia
caudal lateral. Os efeitos da suplementacdo com cromo nao foram influenciados pela
obesidade. A obesidade promoveu concentracdes séricas superiores de colesterol
total nos camundongos Swiss ao término do experimento. A suplementagdo com
complexo cromo/metionina ndo alterou a concentracdo sérica de colesterol total, no
entanto, esta fonte promoveu reducdo no peso corpérea a partir do 28° dia de
suplementacdo sem alterar o consumo de racgdo. A forma organica mostrou-se mais

eficiente que a inorgéanica para reducao de peso corporeo.

Palavras-chave: musculo, complexo, diabetes.
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ABSTRACT

The experimental design, used in this study, was completely randomized, in a factor
analysis scheme, there was three main treatments and two treatments secondary,
each one had six experimental units. thirty-six senile swiss mice were used in this
study, they were distributed in six treatments. The main treatments evaluated was:
TC (control group - received commercial ration); Tl (chromium as chromium chloride-
100 mg. kg-1 ration); TO (organic chromium-methionine — 100 mg. kg-1 ration). The
levels of chromium inclusion in the diet were established to obtain an average daily
consumption of 0.5 to 0.7 mg/kg-1 (average consumption of 7 grams of rations). The
experiment lasted thirty-five weeks, of which twenty-eight weeks were used to
differentiate the weight among individuals, that constituted the secondary treatment
(obesity), one week to adapt to the diet, and six weeks to experimental evaluation.
The weight of the animals and the ration consumption were measured weekly, and
the results were demonstrated in an interval of fourteen days. The level of glycaemia
was determined on the forty-second day of supplementation, the animals were kept
fasting for 3 hours, the puncture was realized on the lateral tail vein using a
glucometer. The effects of supplementation with chromium were not influenced by
the obesity. Obesity promoted higher serum concentrations of total cholesterol in
Swiss mice at the end of the experiment. Supplementation with chromium /
methionine complex did not affect serum concentrations of total cholesterol, however,
this source decreased the body weight from the 28th day of supplementation without
changing the feed intake. The organic form was more efficient than inorganic to
reduce body weight.

Keywords: muscle, complex, diabetes.
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1. INTRODUCAO

1.1. Relevancia do tema

E de extrema necessidade o estudo da suplementac&o da dieta com cromo,
pois € preciso obter com exata precisdo os efeitos da suplementacdo deste
elemento, onde ainda existe uma escassez de dados.

A suplementagdo de cromo na forma de sal inorganico ndo é uma técnica
eficiente, assim aconselha-se utiliza-lo na forma de quelatos ou complexos.
Evidéncias cientificas apontam que a sua deficiéncia na dieta contribui para a
intolerdncia a glicose e alteracdes relacionadas ao perfil lipidico. Isto se explica
porque a funcdo priméria do cromo é a de potencializar os efeitos da insulina, com
melhora da tolerdncia a glicose e, consequentemente, do metabolismo de
carboidratos e lipidios (GOMES et al., 2006).

O presente trabalho fornecera informacbes sobre os efeitos da
suplementacdo do cromo complexado com a metionina em fémeas de camundongos
Swiss senis normais e obesas, com o intuito de avaliar os efeitos sobre o peso
corporeo e o colesterol total. Os dados gerados servirdo como bases para estudos
com suplementacédo deste elemento em humanos e animais.

Desde as demonstracdes iniciais dos efeitos antidiabéticos do cromo in vivo,
h&a mais de 100 anos, avancos significativos foram feitos no entendimento das
propriedades e dos mecanismos de acdo dos compostos de cromo, como
potencializador da acdo da insulina. O mecanismo intracelular exato e/ou
mediadores envolvidos nas a¢bes do cromo ainda ndo estéo totalmente elucidados,
no entanto, tem aumentado o interesse no seu valor terapéutico sendo ja conhecidos
alguns mecanismos de acao.

Estudos relacionados a suplementacdo da dieta com o cromo se fazem
pertinentes e necesséarios, de modo a fornecer subsidios para a correta
suplementacdo deste elemento. A importancia se da pela escassez de dados com
relacdo a suplementacgéo deste mineral e pela diversidade de resultados.

A suplementacdo de cromo na forma de sal inorganico ndo € uma técnica
eficiente, fato este justificado pela afinidade da fibra na dieta, o que interfere na sua

absorcao.
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O presente trabalho fornecerd informagBes sobre os efeitos da
suplementacdo do cromo complexado com a metionina em fémeas de camundongos
Swiss senis e obesas, com o intuito de avaliar os efeitos sobre 0 peso corpéreo e
colesterol total. Os dados gerados servirdo como bases para estudos com

suplementacao deste elemento em humanos e animais.

1.2. Fundamentacéao

1.2.1. Diabetes mellitus

A diabetes mellitus (DM) atualmente é considerada uma das principais
doencas crbnicas que afeta o0 homem contemporaneo, acometendo populacdes de
paises em todos os estagios de desenvolvimento econémico e social (ORTIZ e
ZANETTI, 2007).

O Diabetes mellittus é considerado uma doenga cronica que pode ocorrer
devido a defeitos na secre¢do ou na acdo do horménio insulina, que é produzido no
pancreas, pelas chamadas células beta. (GOMES et al., 2006).

Acomete o homem a nivel mundial sendo que metade das pessoas ainda néo
chegaram ao diagnostico final (ORTIZ e ZANETTI, 2007).

Denominada hiperglicemia em jejum, pode causar 0s seguintes sintomas :
polidria, polidipsia, sede, visdo embaracada, emagrecimento e cansaco sem razao.
Estima-se um grande aumento do nimero de diabéticos pois associa-se ao estilo de
vida atual, principalmente pelo sedentarismo e obesidade.

Diabetes tipo 1 acontece quando o sistema imunologico combate por um
equivoco as células beta assim o nivel de insulina diminui drasticamente ou até
chega a néo produzir mais e, assim, a glicose se acumula no sangue. Geralmente
acomete individuos na adolescéncia ou na infancia e, tornam-se insulina
dependentes como tratamento para nivelar a glicose no sangue.

Diabetes tipo 2 ndo necessariamente torna o individuo dependente de
insulina, 90% dos pacientes podem ser tratados com atividade fisica e alimentagcéo
controlada.

Atualmente,considerada a doenca do século XXI, a diabetes € a 42 causa
principal de mortes nos paises desenvolvidos e é considerada epidemia global que

acomete 140 milhdes de pessoas no mundo, sendo 50% desse total ainda nao
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diagnosticado. Estimativas indicam que este numero chegard a 300 milhées nos
proximos 25 anos (WHO, 2006). Este aumento esti4 associado com altera¢cdes no
estiio de vida de modo geral, marcado principalmente pelo sedentarismo e
obesidade (ZIMMET et al., 2001).

Uma epidemia de diabetes mellitus esta por vir, atualmente estima-se que a
populacdo mundial com diabetes é da ordem de 382 milhdes de pessoas e que
devera atingir 471 milhdes em 2035, sendo que cerca de 80% destes individuos com
diabetes vivem em paises desenvolvidos, onde a epidemia tem maior intensidade,
fato este que vem associado ao sedentarismo e habitos ndo saudaveis, causando
resisténcia insulinica, que estd envolvida na patogénese do diabetes (MALERBI et.
al, 1992).

A obesidade é o principal fator de risco para o desenvolvimento da
resisténcia a insulina (CHOI e KIM, 2010). Em situacdes de excesso de peso, a
utilizacdo periférica da insulina torna-se reduzida, alterando a regulacdo da
homeostase da glicose. Assim a perda de peso € um objetivo terapéutico importante
para individuos diabéticos (ADA, 2010).

O conceito de sensibilidade a insulina foi introduzido por Sir Harold
Himsworht, em 1939, ao estudar a resposta de pacientes diabéticos ao estimulo
glicémico e a insulina (HIMSWORTH e KERR, 1939). Pode-se definir resisténcia a
insulina como uma perturbacéo das vias de sinalizacdo, mediadas pela insulina em
gue as concentracfes normais do hormdnio produzem uma resposta biologica
subnormal, ocorrendo entdo aumento da funcdo das células beta pancreatica para
compensar a resisténcia a insulina, resultando em niveis sanguineos elevados de
insulina e mais tarde de glicose (LAU et. al, 2006).

Ndo é caracterizada como uma doenca, mais sim uma anomalia
fisiopatologica que pode ter indmeras consequéncias e esta ligada a diversas
situacbes fisiolégicas como: puberdade, gravidez, menopausa, uso de
corticosteroides, obesidade, diabetes mellitus tipo Il, doencas cardiovasculares,
dislipidemias, sindrome metabdlica entre outras (KELLY, 2000).

Véarias complicacbes podem ocorrer como: disfuncdo e falha renal,
anormalidades cardiacas, retinopatia diabética, neuropatia, aterosclerose, entre
outras. A etiologia da diabetes e as suas complicagbes continuam por clarificar.
Contudo, varios fatores como a idade, obesidade e dano oxidativo tém sido

implicados. Devido a prevaléncia da diabetes, estudos multidisciplinares que se
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destinam a prevenir e a tratar diabetes séo prioridades da investigagdo em todo o
mundo (FLORES et. al, 2011).

Inicialmente conhecida como diabetes “juvenil’, a diabetes tipo | ocorre
devido a destruigdo das células  por um processo autoimune (tipo A) ou por causa
desconhecida (forma idiopatica ou tipo B). Na forma autoimune que € a mais
comum, ocorre um processo de insulite e a presenca de auto-anticorpos
(antidescarboxilase do acido glutamico, anti-ilhotas e anti-insulina), enquanto a
forma idiopatica caracteriza-se pela auséncia de insulite e de auto-anticorpos. O fato
de haver auséncia absoluta de insulina na diabetes tipo | resulta em manifestacoes
clinicas evidentes, possibilitando rapido diagndéstico quando comparada com a
diabetes tipo Il (GROSS et. al, 2002).

A diabetes tipo Il € a mais comum, correspondendo a 90% dos casos. Este
tipo ocorre devido a distarbios na acdo e secrecdo da insulina. Anteriormente
conhecida como diabetes da maturidade, por ser muito frequente em individuos com
idade acima de 40 anos, hoje esta denominacdo caiu em desuso, devido a alta
incidéncia de diabetes tipo Il em individuos jovens. O diabetes tipo Il é uma doenca
multifatorial, sendo resultado de uma combinacdo de genes (“diabetogenes”) e de
fatores ambientais (KAHN, 1994).

1.2.2. Insulina

A insulina € um horménio capaz de induzir resposta anabdlica no figado,
tecidos musculares e tecido adiposo, sendo importante para a homeostase de
lipidios e carboidrato e, consequentemente, para o funcionamento do organismo.
Além disso, a insulina regula varios processos fisiolégicos em diferentes tipos
celulares e tecidos como fluxo de ions, captacdo de aminoacidos, expressao génica,
proliferacdo celular, apoptose, rearranjo do citoesqueleto e regulacdo de enzimas
celulares (MAASSEN e OUWENS, 1997; MYERS e WHITE, 1996).

E essencial para a manutencdo da homeostase glicémica, do crescimento e
diferenciacao celular, sendo esta secretada pelas células 3 das ilhotas pancreaticas
em resposta ao aumento das concentracdes circulantes de glicose (NOLAN et. al.,
2011; WILLIAMS et. al, 2002).

A insulina é mais conhecida por seu papel na regulacdo sanguinea, pois ela

suprime a neoglicogénese hepatica e promove a sintese e armazenamento de
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glicogénio no figado e musculos (WILLIAMS et. al, 2002 ). Além disso, ela estimula a
lipogénese no figado e adipécitos e aumenta a sintese proteica (CAVALHEIRA et. al,
2002).

E 0 horménio anabdlico mais conhecido e é essencial para a manutencdo da
homeostase de glicose e do crescimento e diferenciacdo celular, € secretado pelas
células B das ilhotas pancreaticas em resposta ao aumento dos niveis circulantes de
glicose e aminoacidos apos as refeicdes. A insulina regula a homeostase de glicose
em varios niveis, reduzindo a producdo hepatica de glicose (via diminuicdo da
gliconeogénese e glicogendlise) e aumentando a captagcdo periférica de glicose,
principalmente nos tecidos muscular e adiposo. A insulina também estimula a
lipogénese no figado e nos adipdcitos e da reduz a lipdlise, bem como aumenta a
sintese e inibe a degradacéo proteica (PATTI e KAHN, 1998).

1.2.3. Cromo

O elemento cromo mineral foi descoberto por Vaquelin em 1797, e deu-lhe
este nome porque para tratar com carvdo que em temperaturas elevadas resultaram
em um produto intensamente colorido (BARCELOUX, 1999).

O cromo é encontrado na natureza como Cromita (FeCr204) um oOxido duplo
de ferro e cromo de colorag&o amarelo ocre. E um mineral que ocorre nas valéncias
de -2 a +6, sendo as mais comuns +2 (Cr?*), +3 (Cr3*) e +6 (Cr®*). Sua forma mais
comum presente nos alimentos é o Cr3* (LOURENCO, 2003; MITCHELL et. al,
1978).

As funces atribuidas ao cromo abrangem principalmente o metabolismo de
carboidratos, mas também o metabolismo lipidico, reduzindo a concentracéo
plasmatica de colesterol em individuos com dislipidemias (KHOSRAVI-BOROUJENI
et. al, 2011).

Tem como fungbes o metabolismo do carboidrato, dos lipidios contribuindo
com o tratamento de dislipidemias (KHOSRAVI-BOROUJENI et. al, 2011). MERTZ e
SCHWARZ (1957) identificaram o fator de tolerancia a glicose (GTF), um complexo
organico de baixo peso molecular contendo Cr*® associado a aminoacidos (acido
nicotinico, glicina, acido glutdmico e cisteina), que estimula a captacédo de glicose

pelas células de tecidos-alvo.
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A insulina atua fazendo com que ocorra a deposicdo de tecidos nos
musculos, no metabolismo das gorduras e a utilizagdo do colesterol. Se a insulina
estiver com baixa acdo a glicose é convertida em gordura e os aminoacidos néao
formam musculos (ANDERSON, 1988). E necessario a utilizagdo da glicose junto a
insulina para verificar a eficacia do cromo (CEFALU e HU, 2004).

Levedo de cerveja é o alimento que tem melhor fonte de cromo, porém carne,
figado de boi, ovos, ostras, trigo, pimentédo, brocolis, suco de uva, batata e outros.
Na forma de suplementos: cloreto, picolinato, nicotinato, pidolato e citrato. O
picolinato tem sido muito utilizado em paciéntes que necessitam controlar os niveis
de glicemia (GOMES et al., 2006). Sendo assim, o cromo é um suplemento
indispensavel principalmente em diabéticos pois absorvem mais do que nao
diabéticos pois excretam muito na urina.[37]

Sendo assim, a insulina tem como funcdo participar do metabolismo
energético, permitir a deposicéo de tecidos nos muasculos, atuar no metabolismo das
gorduras e regular a utilizacdo do colesterol. Caso a glicose néo seja utilizada pelas
células do organismo devido a baixa atividade da insulina, esta é convertida em
gordura. Caso os aminoacidos ndo consigam entrar no interior das células, os
musculos ndo poderéo ser formados (JARAMILLO, 2007).

Em humanos, o cromo inibe indiretamente as enzimas de sintese de &cido
graxo, responsaveis pela lipogénese, modificando o0 armazenamento de
triglicerideos mediados pela insulina, resultando em menor deposicdo de gordura,
tendo também um efeito positivo sobre a utilizacdo e incorporacdo de aminoacidos e
na sintese de proteinas, melhorando a transcricdo do RNA (KAATS et. al, 1998).

Em muitos trabalhos relacionados a deficiéncia deste elemento, a acédo da
insulina é deprimida a ponto de alterar o metabolismo de carboidratos, aminoacidos
e lipidios (MOWAT, 1997).

A suplementacao de cromo pode ser feita em ambas as situacfes ja que
interferem na acdo da insulina. Além deste efeito, a potencializacdo da acdo da
insulina estimula a absor¢cdo de glicose e aminoacidos, o que resulta em efeito
anabdlico, com consequente aumento na massa magra e diminuicdo da massa
gorda (PASMAM et. al, 1997).

Cefalu e Hu (2004) observaram que o cromo inibe a fosfatase fosfotirosina,
que separa o fosfato do receptor de insulina, promovendo uma diminuicdo da

sensibilidade a insulina. Além disso, tem sido sugerido que o0 cromo aumenta a
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ligacdo da insulina ao numero de receptores insulinicos e, consequentemente, a
sensibilidade das células beta pancreaticas.

A utilizacdo somente da glicose ou da insulina para se determinar o efeito do
cromo ndo sao eficientes, porque a concentracdo de ambos € regulada de forma
harmonica. As relagdes molares insulina/glicose e da taxa de desaparecimento de
insulina e glicose foram mais eficientes do que a andlise individual destes dois
parametros. As relacdes molares insulina/glicose e da taxa de desaparecimento
insulina/glicose sugerem aumento de sensibilidade do tecido a insulina. Em
contraste aos animais no pos-parto, oS animais no pré-parto ndo apresentaram
efeito da suplementacdo de cromo, provavelmente efeito do tempo de
suplementacao (HAYIRLI et. al, 2001).

A maior parte do cromo ingerido através dos alimentos estd na forma
trivalente. A melhor fonte de cromo é o levedo de cerveja, no entanto, outras fontes
incluem: carnes, figado bovino, ovos, frango, ostras, trigo, pimentdo, brécolis, suco
de uva, batata, alho, macd, banana, espinafre, pimenta, manteiga, melaco, etc
(ANGUIANO et. al, 2007).

O cromo esta presente em muitos suplementos nutricionais e plurimineral e
encontra-se disponivel na forma de sais: cloreto, picolinato, nicotinato, citrato e
pidolato. O cloreto de cromo é absorvido em menor quantidade (0,4%) e o picolinato
de cromo possui sua absorcdo aumentada (0,7-5,2%), (ANGUIANO et. al, 2007).

Atualmente, esse mineral tem sido utilizado como suplemento dietético em
pacientes que necessitam de controle glicémico. Evidéncias cientificas apontam que
a sua deficiéncia na dieta contribui para a intolerancia a glicose e alteracdes
relacionadas ao perfil lipidico. Isto se explica porque a fung¢éo primaria do cromo € a
de potencializar os efeitos da insulina, com melhora da toleréncia a glicose e,
consequentemente, do metabolismo de carboidratos, lipidios (GOMES et al., 2006).

Em dietas normais, o consumo médio diario de uma pessoa é de 50 a 80 mg
de cromo, quantidade insuficiente para o funcionamento normal do organismo. A
Academia Nacional de Ciéncias dos Estados Unidos recomenda uma ingestéo diaria
de 100 a 200 mg de cromo para o ser humano (JARAMILLO, 2007).

As recomendac0fes variam de acordo com a faixa etaria: homens adultos: 19
a 50 anos: 35 mg; acima de 50 anos: 30 mg; mulheres adultas: 19 a 50 anos: 35 mg;
acima de 50 anos: 20 mg (ANGUIANO et. al, 2007). Mesmo assim, a Agéncia
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Nacional de Vigilancia Sanitaria estabelece como nivel seguro o limite maximo de
1000 mcg /dia de cromo para adulto (ANGUIANO et. al, 2007).

Nesse sentido, acredita-se que o suplemento de cromo é essencial para os
seres humanos e animais, especialmente para os diabéticos, uma vez que esses
pacientes apresentam metabolismo alterado desse nutriente, necessitando de maior
quantidade deste suplemento nutritivo, devido a sua maior assimilagdo. Os
diabéticos absorvem mais cromo que os nao diabéticos por sofrer maiores perdas
deste elemento pela urina (JARAMILLO, 2007).

1.2.3.1. Mecanismo de a¢cao do cromo

Uma substancia ligante de cromo de baixo peso molecular conhecida hoje
por cromodulina comegou a ser estudada por volta dos anos 80, essa tem uma
semelhanca estrutural a calmodulina onde é formada por quatro ions de Cr*3 que se
ligam a residuos de glicina, cisteina, glutamato e aspartato e foi isolado em
mamiferos em seus varios tecidos (GOMES et. al, 2006). Este por sua vez tem uma
intensa atividade no metabolismo carboidrato sendo que junto com a insulina
intensifica sua acgédo, fazendo com que a absorcdo da glicose seja mais eficaz
(MITCHELL et. al, 1978).

O mecanismo de participacdo do cromo na acéo da insulina comecou a ser
esclarecido em meados dos anos 1980 por meio do isolamento e da caracterizacao
de um oligopeptideo ligador de cromo, que inicialmente foi denominado substancia
ligadora de cromo de baixo peso molecular (low-molecular weight chromium-binding
substance — LMWCr) (VINCENT, 2000; YAMAMOTO et. al, 1989), sendo hoje
conhecida por cromodulina, pelo fato da semelhanca em estrutura e funcdo com a
calmodulina. Essa estrutura é formada por quatro ions de Cr*3 ligado a residuos de
glicina, cisteina, glutamato e aspartato e foi isolado em tecidos de vérias espécies de
mamiferos (GOMES et. al, 2006).

Este mineral participa ativamente do metabolismo de carboidratos,
principalmente atuando com a insulina de modo a potencializar a acdo da mesma,
melhorando a tolerancia a glicose, levando entdo a uma absor¢cédo de glicose mais
eficiente (MITCHELL et. al, 1978; MARANGON e FERNANDES, 2005). Segundo

achados pelos quais o cromo age, se propds que esse mineral aumente a fluidez da
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membrana celular amplificando a sinalizacao celular de modo a facilitar a ligagao da
insulina com o seu receptor (EVANS e BOWMAN, 2002; VICENT, 1999).

Somando ao fato de que aumenta o numero de receptores de insulina e a
sensibilidade das células B do pancreas. Recentemente, o cromo foi caracterizado
como componente do mecanismo de amplificagdo da sinalizagcédo intracelular de
insulina, responsavel pelo estimulo da translocacdo de GLUT-4, ou seja, um fator
colaborador do aumento da sensibilidade de receptores insulinicos na membrana
plasmatica (VICENT, 1999).

Quando ocorre um aumento na glicemia, a insulina é rapidamente secretada
para a circulagéo e liga-se na subunidade alfa de seu receptor localizada na face
externa da membrana plasmatica. Esta alteracdo desencadeia uma série de reacdes
de fosforilagho em cascata com o objetivo de estimular translocacdo dos
transportadores de glicose (GLUTS) para a membrana plasmética (CAVALHEIRA et.
al, 2002)

Apos a insulina ligar-se ao receptor da membrana plasmatica, ocorre um
estimulo ao movimento do cromo sanguineo para as células insulino-dependentes,
resultando na ligagcdo da apocromodulina ao cromo (Figura 1). A cromodulina entéo
se liga ao receptor de insulina, ativando a tirosina quinase. No entanto, o estimulo a
acdo da insulina é dependente do conteudo de cromo na cromodulina (YAMAMOTO
et. al, 1989).

Insulina [=]]

Glicosze

& vesicula cromoduling

apacromodulina
RT

- Glicosea

CELIUTLA SENSIVEL A INSULINA

Rl=raceptar insulina
RT=Receptor transterrina

Ti-Cr= Transferrina ligada ao crormo
I = Insulina

Figura 1. Mecanismo proposto da participacado do cromo na ac¢ao da insulina.

Fonte: SUN et. al, 2005
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1.2.3.2. Biodisponibilidade dos quelatos

Deve-se salientar, porém, que 0s minerais na forma quelada nem sempre
apresentam melhor biodisponibilidade que a forma de sal simples, caso do cromo
levedura e do cloreto de cromo, do ferro EDTA e do sulfato de ferro. O efeito do
guelato vai depender basicamente das caracteristicas do agente quelante, sendo de
suma importancia sua estabilidade no trato gastrintestinal e a solubilidade em agua
ou lipideos (SHAH, 1981).

O requerimento mineral pode ser atendido pelos minerais presentes nos
alimentos ou pela adicdo de minerais a dieta, na forma de sal simples ou
complexado. A simples ingestao destes ndo implica na consequente absor¢céo por
inUmeros fatores. Sabe-se que 0s minerais na forma de sais solUveis sdo mais
biodisponiveis que os presentes nos alimentos. Os elementos minerais na forma de
sulfatos sdo mais absorvidos que O6xidos e carbonatos. Um fator de suma
importancia com relagdo a biodisponibilidade de minerais inorganicos diz respeito a
solubilidade, ou seja, quanto maior a solubilidade em agua, maior sera a
biodisponibilidade (MELLO, 1988).

Os minerais metalicos na forma de sal simples, para serem absorvidos no
intestino delgado, devem, durante o transito no trato gastrintestinal, dissociarem-se
liberando ions metalicos -cations (MELLO, 1988).

O simples fato de se dissociarem ndo garante a absorcao, pois 0 processo
de passagem pela membrana celular, no intestino delgado, é dependente de
proteinas transportadoras, também denominadas ligantes. O complexo formado
entre a molécula transportadora e o ion metalico devera apresentar carga total
neutra, caso contrario, ndo ocorrera absorcéo. Os diversos microminerais competem
entre si pelas proteinas transportadoras, sendo que o excesso de certos elementos
minerais podera reduzir a biodisponibilidade de um ou mais elementos (MELLO,
1988).

A absorcdo de minerais como zinco, céalcio e cromo no intestino delgado
pode ser afetada por fatores como a presenca de agentes infecciosos ou
enteropatias e fatores relacionados ao habito alimentar como a presenca de Oleo

mineral, laxativos, consumo de grande quantidade de fibra, fitatos, oxalatos,



22

micotoxinas e presenca de elementos que complexam outros minerais (ERDMAN,
1983).

Apés a absorcdo, o cromo pode ser estocado em varios tecidos do
organismo, sem possuir um local especifico necessariamente, mas totalizando em
média de 4 a 6 mg (GIBSON, 1990). A maior quantidade de cromo parece estar
distribuida no figado, rins, baco e epididimo (HOPKINS, 1965).

Chen et al. (1973) testaram a influéncia de agentes quelantes (oxalato, fitato,
citrato e EDTA) na absorcéo intestinal do cromo em ratos. Os autores observaram
reducdo na absorcdo in vitro e in vivo, quando foi incluido o fitato, e aumento na

absorcao, quando foi utilizado o oxalato.

1.3. Hipotese

O cromo na forma de complexo com a metionina promovera redu¢cao nos
niveis séricos de colesterol total, em animais obesos e hiperglicémicos e, também, a

reducao do peso corporeo.

1.4. Objetivo geral e especificos

O objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos terapéuticos do cromo
(complexo com metionina) em camundongos senis fémeas e obesas visando reduzir

o colesterol total sérico,e ganho de massa magra.

De modo especifico, pretendeu-se:
1. Desenvolver e avaliar um complexo cromo/metionina, de alta solubilidade e
estabilidade, para uso na nutricdo animal;
2. Avaliar o complexo de cromo/metionina no tratamento da hipercolesterolemia
oriunda da obesidade;

3. Determinar os efeitos do complexo sobre o colesterol total sérico;
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Local de conducao

A conducdo experimental e, andlises laboratoriais, foram realizadas no
laboratério de PD&l alocado na Unicastelo, Campus de Descalvado e no
Departamento de Tecnologia, Laboratério de Biogeoquimica, na Faculdade de

Ciéncias Agrérias e Veterinarias, UNESP, Campus de Jaboticabal.

2.2. Unidades experimentais e manejo

Como unidades experimentais foram utilizados camundongos Swiss, fémeas,
linhagem isogénica, obtidos em biotério certificado. Sessenta fémeas, com idade
média de 4 semanas, foram adquiridas e separadas aleatoriamente em grupos de 20
animais em gaiolas nas medidas de 49x34 cm, com malha de 0,5 cm, contendo
serragem de madeira no fundo servindo de cama para os animais. Estes animais
permaneceram nestas gaiolas por 28 semanas.

Os grupos experimentais e controles permaneceram sob idénticas condi¢cdes
ambientais, em lugar arejado e com temperatura ambiente equivalente a média local
para a época do ano (aproximadamente 25 °C), no escuro e a luz artificial durante
ciclos alternados de 12 horas, alimentados com agua filtrada e racdo comercial
(Probiotério MP77), ad libitum, disponibilizadas nos comedouros e bebedouros das
gaiolas.

Ao final do periodo de 32 semanas de idade, os animais foram separados
em grupos de 2 individuos, transferidos para gaiolas nas medidas de 30x20 cm e
identificados individualmente através da pintura de parte da cauda com cores
diferentes, com tinta atoxica e resistente a agua.

Procedeu-se a pesagem e a identificacdo de animais com peso normal e
obesos. Consideramos o0s animais como obesos quando o peso do animal era
superior a 60 gramas e como peso normal animais entre 45 e 50 gramas (Figura 2).
Dos 60 animais iniciais selecionou-se 36, descartando-se 0sS com peso muito
superior ou inferior & média de cada grupo. Os animais foram submetidos a

adaptacdo ao novo alojamento e a nova dieta experimental, ao final foram pesados
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novamente, tendo inicio do periodo experimental de 1 semana sendo entdo pesados

novamente ao término do periodo experimental de 6 semanas.

Figura 2: Na parte superior, animal representativo do tratamento obeso e, na parte inferior, animal
considerado como peso normal (BC 3,5). O animal obeso foi classificado com BC 4,5 segundo
CULLERE et al., 1999.

Fonte: Foto do autor.

O cronograma de execucao do experimento, com 0s principais marcos, pode

ser observado na Figura 3.

Alimentagdo
Ragéo comercial
Alimentagdo
Ragdes experimentais
Adaptacao

Final experimento

' : 6 semanas de avaliacdo +

Nascimento 4 semanas 32 semanas 33 semanas 39 semanas

6 semanasde avaliacdo z
Semanas experimento

Caixa coletiva Caixa coletiva 35 semanas
20 animais 2 (animais)

Figura 3: llustracéo do cronograma de execucdo do experimento com 0s principais marcos. Na linha
superior, o tempo demostra a idade dos animais e na linha inferior os tempos envolvidos em cada
fase experimenta.

Fonte: Autor
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2.3. Delineamento experimental

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado, em
esquema de andlise fatorial, com 3 tratamentos principais e 2 tratamentos
secundérios, sendo cada tratamento composto por 6 unidades experimentais,
distribuidos em 3 gaiolas com 2 individuos cada.

Os tratamentos principais avaliados foram: TC (tratamento controle — racao
comercial); Tl (cromo na forma de cloreto cromo — 100 mg.kg* racéo); TO (cromo
organico complexado com metionina — 100 mg.kg?! racdo). Os tratamentos
secundarios foram os animais senis com peso normal e obesos.

Os valores de incluséo na deita foram estabelecidos com o intuito de obter
consumo médio diario de 0,5 a 0,7 mg/kg™ de cromo (consumo médio de racédo de 7
gramas).

2.4. Complexo de cromo e incorporacéo na dieta

As fontes de cromo avaliadas, foram desenvolvidas na empresa NewAgri,
sediada no municipio de Descalvado/SP através de parceria de inovacdo
tecnoldgica.

A racdo comercial para camundongos (Probiotério MP77) foi triturada,
peneirada e pesada, assim como as fontes de cromo para os tratamentos.

A racdo moida, agua (60% do peso de racdo) e a fonte de cromo foram
transferidas para misturador tipo ribbon blender (capacidade para 15 kg), sendo o
material homogeneizado por 20 minutos. Posteriormente, as racdes TC, Tl e TO
foram submetidas a formacdo pellets, sem aquecimento, com caracteristicas
similares ao pellet inicial. Para facilitar a identificacdo das racdes utilizou-se corante
verde em diferentes quantidades (Figura 4). A quantidade de racdo preparada foi
equivalente ao consumo para trés semanas e a mesma foi acondicionada em sacos
plasticos hermeticamente fechados. As ragdes controle (TC) e cromo inorganico (TI)
receberam a quantidade equivalente a adicdo ocorrida no tratamento cromo
organico (cromo/metionina).

A composicao quimica das ragdes esta apresentada na Tabela 1.
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Tabela 1. Composicao bromatolégica das ragGes utilizadas no experimento. Dados expressos na matéria
seca.

. Tratamentos/Racoes
Atributos Controle TI TO
Matéria seca, % 11,25 12,55 11,10
Proteina bruta, % MS 24,33 23,99 23,95
Fibra bruta, % MS 9,82 9,55 9,91
Matéria mineral, % MS 6,82 7,22 6,99
Célcio, % MS 0,77 0,75 0,79
Fosforo, % MS 0,52 0,49 0,54
Cromo, mg/kg MS 0,21 103,56 101,64
Cobre, mg/kg MS 1,82 1,95 1,83
Ferro, mg/kg MS 10,22 11,15 10,90
Manganés, mg/kg MS 55,23 56,90 53,23
Selénio, mg/kg MS 0,088 0,094 0,099
Zinco, mg/kg MS 38,56 39,45 37,02

Racéo enriquecida com 9.000 Ul/kg de vitamina A, 12 mcg/kg de vitamina B12, 5 mcg/kg de vitamina B2;
1.500 Ul/kg de vitamina D3, 4 mg/kg de vitamina E, 2 mg/kg de vitamina K3, 300 mg/kg de cloreto de
colina, 400 mg/kg de metionina, 30 mg/kg de niacina, 10 mg de pantotenado de calcio e BHT como
antioxidante (10 mg/kg).

Fonte:

Figura 4: Caracteristicas dos pellets de racdes (TC, Tl e TO) utilizados. Da esquerda para a direita
observa-se a racao controle (TC), racdo contendo 100 mg/kg MS de cromo inorganico (TI) e racéo
contendo 100 mg/kg MS de cromo orgénico (TO).

Fonte: Autor
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2.5. Duracéao experimental

O experimento teve duracdo de 35 semanas, dos quais 28 semanas foram
utilizadas para diferenciacdo de peso entre individuos, que constituiram o tratamento
secundario — obesidade, uma semana para adaptacdo a nova gaiola, companheira e

a dieta e 6 semanas de avaliacdo experimental.
2.6. Manejo semanal

Semanalmente foram determinados o consumo de racdo e o peso dos
camundongos, procedimento realizado as 7h da manhd, utilizando balanca semi
analitica.
2.7. Pesagem dos animais e consumo de racéao

Os animais foram pesados semanalmente, no entanto, os dados foram
apresentados em intervalos de 14 dias.. Os dados de consumo de racdo estao
expressos em g/dia.
2.8. Colesterol total

Na determinacdo do colesterol sérico total, os animais foram mantidos em

jejum prévio de 6 horas e, através de puncao da veia lateral da cauda e, o colesterol

determinado por kit colorimétrico enziméatico.
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3. RESULTADOS E DISCUCAO

3.1. Peso corpéreo

A andlise estatistica realizada no tempo zero da avaliacdo experimental teve
como objetivo verificar a eficiéncia do procedimento utilizado na separacdo dos
animais para a formacdo dos grupos experimentais. Pode-se observar na Tabela 2
gue nao houve diferenca significativa entre os tratamentos principais (TC, Tl e TO),
no entanto, houve efeito significativo para o tratamento secundario (animais normais
e animais obesos), sendo a diferenca média entre estes dois grupos de 11,66
gramas.

Os fatores avaliados, fontes de suplementacéo e peso, apresentaram efeitos
independentes e, durante todo o periodo, os tratamentos secundarios (peso)
apresentaram o mesmo comportamento, sendo 0 grupo obeso sempre superior em

peso aos animais normais (p<0,05).

Tabela 2. Peso vivo corp6reo expresso em gramas de camundongos Swiss normais ou
obesos, suplementados com diferentes fontes de cromo.
Suplementacéo

Periodos Peso TC TI TO Médias
Normal 50,66 50,30 48,78 49,91 B
Dia zero Obesos 62,51 60,73 61,48 61,57 A
Médias 56,59 a 55,51 a 55,13 a
Normal 52,93 50,56 48,37 50,62 B
14° dia Obesos 62,21 59,45 58,91 60,19 A
Médias 57,57 a 55,00 a 53,64 a
Normal 54,43 53,73 48,88 52,35 B
28° dia Obesos 62,70 60,23 59,03 60,65 A
Médias 58,56 a 56,98 ab 53,95 b
Normal 54,21 52,61 48,46 51,76 B
42° dia Obesos 62,45 59,78 59,10 60,44 A

Médias 58,33 a 56,20 ab 53,78 b
Letras minasculas comparam média na linha (tratamento principal, fontes de cromo) e, letras mailsculas
comparam meédias na coluna (tratamento secundario, condi¢cdo corporal) pelo teste SNK (p<0,05).
TC=racédo controle; Tl= racdo com adicdo de cromo inorganico; TO= racdo com adicdo de cromo
organico.

Até o 14° dia do periodo experimental ndo houve efeito significativo (p>0,05)
da suplementacdo de cromo sobre o peso vivo dos animais. No entanto, as
pesagens realizadas no 28° e 42° dias de conducdo experimental houve efeito
significativo das fontes de suplementacdo de cromo (p<0,05) sendo observada
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diferenca entre pesos de 4,61 e 4,55 entre os tratamentos TC (controle) e TO (cromo
organico) nas pesagens realizadas no 28° e 42° dias, respectivamente. Pode-se
observar que a magnitude de reducdo observada no 28° dia ndo se repetiu no
periodo subsequente. O tratamento Tl (cromo inorganico) nao diferiu
significativamente (p>0,05) dos demais tratamentos.

Um enigma persiste em relagdo ao papel biolégico de Cr sobre o peso
corporal e da composicdo da massa corporal. Se Cr (Ill) potencializa a acdo da
insulina, deve agir como um agente anabolico. Assim, Cr (lll) deve regular a sintese
de proteinas e promover o ganho de musculo e massa corporal magra. No entanto,
0 mecanismo pelo qual suplementar Cr (Ill) promove a perda de peso e de gordura,
tal como hipotética, é desconhecido. Uma hip6tese poderia sugerir que o Cr (Ill) tem

um efeito inexplicavel no aumento do gasto energético (VINCENT, 2007).

3.2. Consumo de racao

No consumo de racdo nao foi observado efeito de interacédo entre a condi¢ao
corpérea em funcdo da suplementagéo de diferentes fontes de cromo. Houve efeito
significativo, somente para o primeiro periodo de amostragem, das fontes de
suplementacdo de cromo, em que, 0s animais suplementados com cromo organico
apresentaram consumo de racao superior aos do tratamento controle. A condi¢éo

corpérea ndo influenciou o consumo de racgdo, expresso em g/animal.dia®.

Tabela 3. Consumo de racdo expresso em gramas/animal.dia® de camundongos Swiss
normais ou obesos, suplementados com diferentes fontes de cromo.
Suplementacdo/Tratamentos

Periodos Peso Controle Tl TO Médias
Normal 4,96 5,58 5,94 5,49 A
0 - 14° dia Obesos 4,63 4,65 6,06 5,12 A
Médias 4,80 b 5,12 ab 6,00 a
Normal 6,52 6,96 6,48 6,65 A
14°-28°dia Obesos 5,66 5,60 6,54 5,93 A
Médias 6,09 a 6,28 a 6,51 a
Normal 6,38 6,20 5,80 6,12 A
28°-42°dia Obesos 5,94 5,29 6,05 5,76 A
Médias 6,16 a 5,75 a 5,92 a

Letras mindsculas comparam média na linha (tratamento principal, fontes de cromo) e, letras mailsculas
comparam médias na coluna (tratamento secundario, condi¢cdo corporal) pelo teste SNK (p<0,05).
TC=racdo controle; Tl= racdo com adicdo de cromo inorganico; TO= racdo com adicdo de cromo
organico.
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Dados contraditérios podem ser encontrados na literatura e
semelhantemente do que foi observado neste experimento, Mahmood et al. (2005)
qgue suplementaram ratos UNX com 5 m/kg de cromo picolinato, por 60 dias, nao

observaram alterac6es no consumo de alimento diario.

3.3. Colesterol total

N&o foi observado efeito (p>0,05) da suplementacdo de cromo sobre a
concentracdo de colesterol total sérico e, independente da suplementacdo, 0s
animais em condicdo de sobrepeso apresentaram concentracdes séricas de
colesterol total superiores aos animais com peso normal.

O tecido adiposo modula o metabolismo pela liberacdo de acidos graxos
livres (AGL), glicerol, citocinas pro-inflamatérias, quimiocinas e horménios, incluindo
a leptina e a adiponectina. O aumento da produgédo da maioria desses fatores, na
obesidade, compromete a acdo da insulina nos 6rgaos-alvo, atuando principalmente,
na sua cascata de sinalizacdo e levando a resisténcia insulinica (SAUTER et. al,
2008).

Tabela 4. Colesterol sérico total, expresso em mg/dL, de camundongos Swiss fémeas normais ou
obesos, suplementados com diferentes fontes de cromo em amostra obtida apés 6 semanas de
suplementacéo.

Suplementacao

Peso TC TI TO Médias
Normal 78,24 75,44 70,21 74,63 B
Obesos 95,68 91,24 92,77 93,23 A
Médias 86,96 a 83,34 a 81,49 a

Letras mindsculas comparam média na linha (tratamento principal, fontes de cromo) e, letras mailsculas
comparam meédias na coluna (tratamento secundario, condicdo corporal) pelo teste SNK (p<0,05).
TC=racdo controle; Tl= racdo com adicdo de cromo inorganico; TO= racdo com adicdo de cromo
organico.
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4. CONCLUSAO

A obesidade promoveu concentracfes séricas superiores de colesterol total nos
camundongos Swiss ao término do experimento. A suplementacdo com complexo
cromo/metionina ndo alterou a concentracao sérica de colesterol total, no entanto,
esta fonte promoveu reducao no peso corpoérea a partir do 28° dia de suplementacao
sem alterar o consumo de racdo. A forma organica mostrou-se mais eficiente que a

inorganica para reducéo de peso corporeo.
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