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RESUMO

SUPLEMENTACAO DE CROMO METIONINA EM CAMUNDONGO SWISS
OBESOS: HEMATOLOGIA

O presente trabalho fornece informagbes sobre a suplementacdo do cromo
complexado com metionina em fémeas de camundongos swiss, senis e obesas, com
o intuito de avaliar o efeito sobre parametros hematologicos. Os dados gerados
poderdo, futuramente, servir como base para estudos com suplementagdo deste
elemento em humanos e animais de producdo. O experimento foi instalado em
delineamento inteiramente casualizado, em esquema de andlise fatorial, com 3
tratamentos principais e 2 tratamentos secundarios, sendo cada tratamento
experimental composto por 6 unidades experimentais. Foram utilizados 36
camundongos Swiss senis, divididos em 6 tratamentos. Os tratamentos principais
avaliados foram: TC (tratamento controle — racdo comercial); Tl (cromo na forma de
cloreto de cromo - 100 mg.kg?! racdo); TO (cromo organico complexado com
metionina — 100 mg.kg* ragdo). Os valores de inclusdo na deita foram estabelecidos
com o intuido de obter um consumo médio diario de 0,5 a 0,7 mg/dia de cromo
(consumo médio diario de racdo de 7 gramas). O experimento teve duracao de 35
semanas, dos quais 28 semanas foram utilizadas para diferenciacdo de peso entre
individuos, que constituiram o tratamento secundéario (obesidade), 1 semana para
adaptacdo a dieta e 6 semanas de avaliacdo experimental. Ao final do periodo
experimental, no 42° dia de suplementacdo, os camundongos foram insensibilizados
utilizando anestesia inalatéria com isoflurano, em seguida, realizada coleta de
sangue por punc¢do cardiaca para determinacdo dos parametros hematolégicos. De
acordo com os resultados observados, constatou-se que os valores médios de
hematdcrito, hemoglobina e eritrécito das amostras de sangue dos camundongos
Swiss ndo apresentaram diferenca significativa entre os tratamentos e grupos
experimentais (p>0,05). Os parametros hematolégicos para hematocrito,
hemoglobina e eritrocito observados neste estudo encontram-se dentro dos valores
de referéncia para a espécie. Conclui-se que a suplementacdo do cromo,
independentemente da fonte ou da condi¢do fisiologica do animal, ndo altera

parametros hematoldgicos avaliados no presente trabalho.

Palavras-chave: mineral organico, complexo, diabetes, cromio
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ABSTRACT

SUPPLEMENTATION OF CHROMIUM METHIONINE IN OBESE AND
SWISS MICE: HEMATOLOGY

The present paper will provide information about the complexed chromium-
methionine supplementation in swiss mice, senile and obese, in order to evaluate the
effects on hematological parameters. The data generated, in future, will serve as a
basis for studies about the supplementation of this element in humans and
production animals. The experiment was installed in a completely randomized
design, in a factorial analysis scheme, with 3 main and 2 secondary treatments, each
one consisting of 6 experimental units. 36 senile Swiss mice were divided into six
treatments. The main treatments evaluated were: CT (Control Treatment -
commercial feed); Tl (chromium in the form of chromium chloride - 100 mg.kg-1
feed); TO (organic chromium complexed with methionine - 100 mg.kg-1 feed). The
inclusion values on the diet were established intending to obtain an average daily
consumption of 0.5 to 0.7 mg /day of chromium (feed consumption of 7 grams, on
average). The experiment lasted 35 weeks, of which 28 weeks were used for
differentiation of weight among the individuals, which constituted the secondary
treatment (obesity), 1 week for diet adaptation and 6 weeks for experimental
evaluation. At the end of the experimental period, on the 42nd day of
supplementation, the mice were desensitized using inhalation anesthesia with
isoflurane, followed by blood collection using cardiac puncture to determine
hematological parameters. According to the results, it was found that the average
values of hematocrit, hemoglobin, erythrocyte blood samples of Swiss mice showed
no significant difference between the treatments and experimental groups (p > 0.05).
The hematological parameters for hematocrit, hemoglobin and erythrocyte observed
in this study are within the reference values for the species. It is concluded that
chromium supplementation, regardless of the source or of the physiological condition

of the animal, hematological parameters assessed does not change in this work.

Key words: organic mineral, complex, diabetes, chromium.
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1. INTRODUCAO

Desde as demonstracdes iniciais dos efeitos antidiabéticos do cromo in vivo,
h& 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¢fes do cromo ainda ndo estédo totalmente elucidados,
no entanto, tem-se aumentado o interesse no seu valor terapéutico, sendo ja
conhecidos alguns mecanismos de acéo.

Estudos relacionados com a suplementacdo da dieta com cromo se faz em
pertinentes e necessarios, de modo a fornecer subsidios para a correta
suplementacao deste elemento. A importancia se da pela escassez de dados com
relagdo a suplementacéo deste mineral e pela diversidade de resultados.

A suplementacdo de cromo na forma de sal inorganico ndo € uma técnica
eficiente, sendo aconselhavel a utilizacdo deste na forma de quelatos ou complexos,
fato este justificado pela afinidade a fibra da dieta, das fontes inorganicas e sollveis,
0 que interfere na sua absorgéo.

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 intolerdncia a glicose e alteracdes
relacionadas ao perfil lipidico. Isto se explica porque a fung¢éo priméaria do cromo € a
de potencializar os efeitos da insulina, com melhora da toleréncia a glicose e,
consequentemente, do metabolismo de carboidratos e lipidios (GOMES, 2005).

O presente trabalho tem por objetivo fornecer informacbes sobre a
suplementacdo do cromo complexado com metionina em fémeas de camundongos
Swiss, senis e obesas, com o intuito de avaliar os efeitos sobre parametros
hematolégicos. Os dados gerados, futuramente, poderdo servir como base para

estudos com suplementacgéo deste elemento em humanos e animais de producao.
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2. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos da agdo do cromo (complexo

com metionina) em camundongos senis e obesos sobre pardmetros hematolégicos.
2.1. Objetivos especificos
Especificadamente, propds-se avaliar o complexo cromo/metionina, de alta

solubilidade e estabilidade, sobre os parametros hematologicos (hematdcrito,

hemoglobina e eritrécito) de camundongos.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Caracteristicas hematoldgicas de camundongos

Existem varios fatores que influenciam os parametros hematolégicos dos
camundongos, tais como, local de coleta de amostra, idade do animal, linhagem, tipo
de anestesia, métodos de contencado, temperatura do ambiente além do estresse
causado no animal. O que dificulta o estabelecimento de valores de referéncia

hematolégico para camundongos (JAIN, 1993).

Neste sentido, os valores médios do intervalo de referéncia para eritrgcitos,
hemoglobina e hematécrito para vérias linhagens de camundongos que estdo

disponiveis na literatura, podem ser observados na Tabela 1.

Tabela 1 - Parametros eritrocitarios para camundongos (média e intervalo de
referéncia).

Camundongos
Hematdcrito Hemoglobina Eritrécitos
(%) (9/dL) (mg/dL)
Intervalo de Referéncia 32,8 a 48,0 10,1 a 16,1 6,5a10,11
Média 40,4 13,1 8,3

Modificada de Jain NC. Essentials of Veterinary Hematology. Philadelphia, Lea & Febiger,1993.
pp.54-71.

O tamanho dos eritrécitos dos camundongos saudaveis varia em um intervalo
entre 5 e 7 ym de didmetro, sendo marcante a presenca de anisocitose. E comum
encontrar policromasia, sendo que cerca de 1 a 18% da populacéo de eritrécitos sao
de células policromatofilicas, estando provavelmente relacionado com a meia-vida
relativamente curta dos eritrocitos sendo de 40 a 50 dias para os camundongos. A
concentragéo de eritrocitos em fémeas tende a ser menor do que em machos. O
Volume Globular normal é de 35 a 45 %. Os corpusculos de Howell-Jolly também
sdo encontrados em pequenas quantidades de eritrocitos em camundongos

normais.
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A concentracdo de hemoglobina geralmente varia entre 13,4 e 15,8 g/dL,
tendo uma média de 14,6 g/dL.

3.2. Diabetes mellitus

A palavra “diabetes” vem do grego diabeneim e significa “fluir através”,
enquanto o termo “mellitus”, do latim, significa “doce”. Existem relatos da diabetes
mellitus h4 mais de 2000 anos atrds descrevendo sintomas detalhados desta
doenca. (KAHN, 1994).

Diabetes mellitus (DM) é considerada uma das principais doencas crénicas
gue afeta 0 homem contemporaneo, acometendo populacdes de paises em todos os
estagios de desenvolvimento econémico e social (ORTIZ, 2007). Considerada a
doenca do século XXI, a diabetes é a 42 causa principal de mortes nos paises
desenvolvidos e € considerada epidemia global.

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 esta envolvida na patogénese do diabetes (MALERBI e
FRANCO, 1992).

No Brasil, estimou-se no final da década de 1980, uma prevaléncia de DM na
populacdo adulta em 7,6% (MALERBI, FRANCO, 1992). Os dados de 2010
apontam taxas mais elevadas, em torno de 15% em Ribeirdo Preto, no estado de
Séo Paulo, por exemplo (GIMENO et al., 2010).

Estudos realizados em seis capitais brasileiras, com servidores de
universidades publicas, na faixa etaria de 35 a 74 anos, encontrou uma prevaléncia
de cerca de 20%, onde aproximadamente metade dos casos ndo tinham diagnostico
prévio (DINIZ et al., 2014). Em 2014, estimou-se que no Brasil existiam 11,9 milhdes
de pessoas, com faixa etaria entre 20 a 79 anos, com diabetes, podendo alcancar
19,2 milhdes até 2035 (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2014).

O diabetes mellitus, é a desordem endocrina mais comum (DEVLIN 2006,

AHMED et al, 2007). E caracterizada por hiperglicemia, em jejum, devido a uma
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deficiéncia absoluta/relativa e/ou resisténcia a insulina (AHMED et al, 2007). Os
sintomas caracteristicos da patologia sdo producdo excessiva de urina (politria),
sede excessiva e ingestdo aumentada de fluidos (polidipsia), visdo borrosa, perda de
peso inexplicada e letargia. E provavel que estes sintomas estejam ausentes se o
acucar no sangue for apenas moderadamente elevado (DEVLIN 2006, LIONEL
2007).

O numero de diabéticos esta cada vez maior em virtude do crescimento e do
envelhecimento populacional, da maior urbanizacdo, do aumento da prevaléncia de
obesidade e sedentarismo, bem como da maior sobrevida de pacientes com DM. O
estudo mostra a importancia de quantificar o predominio atual de DM e relata a
importancia de estimar o aumento do nimero de pessoas com diabetes no futuro,
pois possibilita planejar os recursos de diagndéstico e tratamento destas populacdes
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2002).

A obesidade € o principal fator de risco para o desenvolvimento da resisténcia
a insulina, que esta envolvida na patogénese do Diabetes (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, 2011).

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
que as concentragdes normais do horménio produzem uma resposta biol6gica
subnormal, ocorrendo entdo um aumento da funcdo das células beta pancreaticas
para compensar a resisténcia a insulina, resultando em niveis sanguineos elevados
de insulina e mais tarde de glicose (LAU, 2008; CARVALHEIRO e SAAD, 2006).

N&o € caracterizada como uma doenga, mais sim uma anomalia
fisiopatoldégica que pode ter inUmeras consequéncias e esta ligada a diversas
situacbes fisiolégicas como puberdade, gravidez, menopausa, uso de
corticosteroides, obesidade, diabetes mellitus tipo Il, doencas cardiovasculares,
dislipidemias e sindrome metabdlica. (KELLY, 2000).

Vérias complicacbes podem ocorrer como, disfuncdo e falha renal,
anormalidades cardiacas, retinopatia diabética, neuropatia, aterosclerose. A etiologia

da diabetes e as suas complica¢Ges continuam por clarificar. Contudo, varios fatores
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como a idade, obesidade e dano oxidativo tém sido implicados. Devido a prevaléncia
da diabetes, estudos multidisciplinares que se destinam a prevenir e a tratar diabetes
€ uma das propriedades da investigacdo em todo o mundo (FLORES et al., 2011).

Inicialmente conhecida como diabetes “juvenil”’, a diabetes tipo | ocorre devido
a destruicdo das células B por um processo auto-imune (tipo A) ou por causa
desconhecida (forma idiopética ou tipo B). Na forma auto-imune que é 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 I, resulta em manifestacoes
clinicas evidentes, possibilitando rapido diagnéstico 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 disturbios na acdo e secrecdo da insulina. Anteriormente
conhecida como diabetes da maturidade, por ser muito frequente em individuos
acima de 40 anos, hoje estd denominacgéo 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, et al., 1994).

3.2.1. Insulina

A insulina € um hormonio capaz de induzir resposta anabdlica no figado,
tecidos musculares e tecido adiposo, sendo importante para a homeostase de
lipidios e carboidratos 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 amino&cidos, expresséo génica,
proliferacéo celular, apoptose, rearranjo do citoesqueleto e regulacdo de enzimas
celulares. (MASSEEN e OWENS, 1997; MYERS e WHITE, 1996.)

Este horménio é essencial para a manutencdo da homeostase glicémica, do
crescimento e diferenciacdo celular, sendo secretado pelas células B das ilhotas
pancreaticas em resposta ao aumento das concentracdes circulantes de glicose
(NOLAN et al., 2011; WILLIAMS et al 2002).
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A insulina € mais conhecida por seu papel na regulacdo sanguinea, pois ela
suprime a neoglicogénese hepética e promove a sintese e armazenamento de
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,
ZECHUIN; SAAD, 2002).

Sendo assim, a insulina tem como funcdo participar do metabolismo
energético, permitir a deposicao de tecidos nos musculos, atuar no metabolismo das
gorduras e regular a utilizacdo do colesterol. Caso a glicose nao 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 nao poderao ser formados (ANDERSON, 1988).
3.2.2. Cromo

O elemento cromo mineral foi descoberto por Vaquelin em 1797, que o
denominou desta maneira porque, quando tratado com carvdo a temperaturas
elevadas, deu origem a um produto intensamente colorido (BARCELOUX, 1999).

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

O cromo é um mineral-traco essencial que participa ativamente do
metabolismo de carboidratos, principalmente co-atuando com a insulina, melhorando
a tolerancia a glicose (MERTZ,1969). Ele age estimulando a sensibilidade a insulina,
além de influenciar no metabolismo proteico, pois promove um aumento no estimulo
da captacdo de aminoécidos e, consequentemente, atua no aumento da sintese
proteica (CLARKSON,1997).

A acdo do cromo ndo se resume apenas a participacdo coadjuvante com a
insulina. Apesar de néo ter sido identificada nenhuma enzima depende do cromo,
este mineral parece inibir a enzima hepéatica hidroximetilglutaril-CoA-redutase, assim
diminui a concentracdo plasmatica de colesterol (ZIMA, et al, 1998). Também é
atribuido ao cromo um efeito lipolitico que ao somar com seus possiveis efeitos

anabalicos, estimula principalmente o publico esportista ao uso do cromo como
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suplemento na dieta, para obtencdo de efeitos desejveis sobre a composicdo
corporal (KREIDER, 1999).

Em humanos, o cromo inibe indiretamente as enzimas de sintese de acido
graxo, responsaveis pela lipogénese, modificando o armazenamento de
triglicerideos mediados pela insulina, resultando em menor deposi¢cdo de gordura
(KAATS et al., 1998), tendo também um efeito positivo sobre a utilizacdo e
incorporacdo de aminodacidos e na sintese de proteinas, melhorando a transcricao
do RNA (OKADA et al., 1984).

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

A suplementacdo de cromo tem sido relatada com efeitos positivos no perfil
lipidico. Pacientes com resisténcia a insulina frequentemente sofrem de
dislipidemias. A suplementacao de cromo pode ter efeito em ambas as situacoes, ja
qgue interfere na acdo da insulina. Além desse efeito, a potencializacdo da acao da
insulina estimula a absorcdo de glicose e aminoacidos, o0 que resulta em efeito
anabdlico, com consequente aumento de massa magra e diminuicdo de massa
gorda (PASMAN, 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 o cromo aumenta a
ligacdo da insulina ao nimero de receptores insulinicos e, consequentemente, a
sensibilidade das células beta pancreaticas.

A utilizacdo somente da glicose ou da insulina para determinar o efeito do
cromo ndo sdo eficientes, porque a concentracdo de ambos é regulada de forma
harmoénica. As relagcdes molares insulina/glicose e da taxa de desaparecimento
insulina/glicose sugerem aumento de sensibilidade do tecido a insulina (HAYIRLI et
al. ,2001).

A maior parte do cromo ingerido através dos alimentos estd na forma
trivalente. A melhor fonte de cromo € o levedo de cerveja, no entanto, outras fontes
incluem: carnes, figado bovino, ovos, frango, ostras, trigo, pimentdo, brocolis, suco
de uva, batata, alho, maca, banana, espinafre, pimenta, manteiga e melaco
(ANGUIANO, 2007).
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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 € absorvido em menor quantidade (0,4%) e o picolinato
de cromo possui sua absorcdo aumentada (0,7-5,2%) (ANGUIANO, 2007).

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 funcdo primaria do cromo € a de
potencializar os efeitos da insulina, com melhora da tolerdncia a glicose e,
consequentemente, do metabolismo de carboidratos e lipidios (GOMES, 2005).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) nao estabeleceu um valor seguro
para a ingestdo de cromo, mas relata que dosagens de 125 a 200 ug/dia além do
que é ingerido através da alimentacao habitual, pode favorecer o controle glicémico
e melhorar o perfil lipidico (OMS, 1998). Dessa forma, a dosagem maxima, dentro de
um limite de seguranca, € de até 250 pg/dia, o que representa, por exemplo, cerca
de dez vezes a dose recomendada para mulheres.

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 (JAMARILLLO, 2007).

As recomendac0fes variam de acordo com a faixa etaria - homens adultos: 19
a 50 anos: 35 mg; maiores de 50 anos: 30 mg; mulheres adultas: 19 a 50 anos: 35
mg; maiores de 50 anos: 20 mg (ANGUIANO, 2007). Mesmo assim, a Agéncia
nacional de Vigilancia Sanitaria estabelece como nivel seguro o limite maximo de
1000 pg/dia de cromo para adulto (BRASIL, 1998).

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

O mecanismo de participacdo do cromo na acdo da insulina comecou a ser
esclarecido em meados dos anos 1980 por meio do isolamento e da caracterizacéo
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 conhecida
por cromodulina, pelo fato da semelhanca em estrutura e fungcdo 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 varias espécies de
mamiferos (GOMES et al., 2005).

Este mineral participa ativamente do metabolismo de carboidratos,
principalmente coatuando com a insulina de modo a potencializar a agdo da mesma,
melhorando a tolerancia a glicose, levando entdo a uma absorcao 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
membrana celular, amplificando a sinalizagéo celular, de modo a facilitar a ligagao
da insulina com o seu receptor (EVANS e BOWMAN, 2002; VINCENT, 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 amplificacdo da sinalizacdo intracelular de
insulina, responsavel pelo estimulo da translocacdo de GLUT-4, ou seja, um fator
colaborador do aumento da sensibilidade de receptores insulinicos ha membrana
plasmatica (VINCENT, 1999).

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

ApoOs a insulina ligar-se ao receptor da membrana plasmatica, ocorre um
estimulo ao movimento do cromo sanguineo para as células insulino-dependentes,
resultando na ligagdo da apocromodulina ao cromo. A cromodulina entdo se liga ao

receptor de insulina, ativando a tirosina quinase. No entanto, o estimulo a acdo da
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insulina € dependente do conteudo de cromo na cromodulina (YAMAMOTO, et al.,
1989).

O modelo proposto explica a acdo da cromodulina como parte do sistema de
auto-amplificacdo da sinalizacdo da insulina, sugerindo que a cromodulina seja
estocada na forma apocromodulina no citosol e nucleo das células sensiveis a
insulina.

Aumento da insulina circulante provoca duas situacfes concomitantes:
aumenta a mobilizacdo do cromo para células-alvo, mediada principalmente pela
transferrina; e provoca mobilizagdo de receptores de transferrina a partir das
vesiculas intracelulares para que possam se fundirem com a membrana. Portanto, a
transferrina saturada com cromo liga-se a seus respectivos receptores, iniciando o
complexo denominado por endocitose (Vincent, 2000; SUN et al., 2005).

No espaco intravesicular, o pH acido promove a digestdo do complexo e libera
0 cromo para o citosol. Quatro ions de Cr3+ juntam-se a apocromodulina, assim,
tornando-se ativa na forma de cromodulina, que por sua vez liga-se ao sitio ativo no
receptor da insulina, completando a ativacdo do mesmo e amplificando o sinal da
insulina (VINCENT, 2000; SUN et al., 2005).

3.2.4. Biodisponibilidade dos quelatos

Estudos com minerais organicos ou quelatados vem sendo desenvolvidos
com a finalidade de garantir a absorcdo do mineral no trato gastrointestinal,
minimizando o processo de competicdo ibnica, normalmente determinada pela
presenca de maior concentracdo dos ions minerais. SO serdo denominados quelatos
0os compostos formados por ions metalicos sequestrados por aminoacidos,
peptideos ou complexos polissacarideos que proporcionam a esses ions maior
disponibilidade bioldgica, alta estabilidade e solubilidade (MORAES, 2001).

Deve-se salientar, porém, que os minerais na forma quelada nem sempre
apresentam melhor biodisponibilidade que a forma de sal simples, no 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).
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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 ingestdo destes ndo implica na consequente absorcao por
inumeros fatores. Sabe-se que o0s 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 Oxidos e carbonatos. Um fator de suma
importancia com relacdo a biodisponibilidade de minerais inorganicos diz respeito a
solubilidade, ou seja, quanto maior a solubilidade em agua, maior sera a
biodisponibilidade (MELLO, 1998).

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, 1998).

De acordo com o mesmo autor, o simples fato de se dissociarem n&do garante
a absorcédo, pois o processo de passagem pela membrana celular, no intestino
delgado, € dependente de proteinas transportadoras, também denominadas
ligantes. O complexo formado entre a molécula transportadora e o ion metalico
deverd apresentar carga total neutra, caso contrario, ndo ocorrerd absorcdo. Os
diversos microminerais competem entre si pelas proteinas transportadoras, sendo
que 0 excesso de certos elementos minerais podera reduzir a biodisponibilidade de
um ou mais elementos.

A absorc¢éo de minerais como zinco, célcio 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 6leo mineral, laxativos,
consumo de grande quantidade de fibra, fitatos, oxalatos, micotoxinas e presenca de
elementos que complexam outros minerais (ERDMAN, 1983).

ApOs a absorcdo, o cromo pode ser estocado em varios tecidos do
organismo, sem possuir um local especifico necessariamente, mas totalizando em
média um pool 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 absor¢ao intestinal do cromo em ratos. Os autores observaram
reducdo na absorcéo in vitro e in vivo, quando foi incluido o fitato, e aumento na

absorcao, quando foi utilizado o oxalato.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local de conducéao

A conducdo experimental foi realizada no Departamento de Tecnologia,
Laboratério de Biogeoquimica, na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,
UNESP, Campus de Jaboticabal e, analises laboratoriais, no laboratorio de PD&lI

alocado na Universidade Brasil, Campus de Descalvado-SP.

4.2. Unidades experimentais e manejo

Como unidades experimentais foram utilizados camundongos Swiss, fémeas,
linhagem isogénica, obtidos em biotério certificado. Quarenta e seis fémeas, com
idade média de 4 semanas, foram separadas aleatoriamente em grupos de 23
animais em gaiolas nas medidas de 49x34 cm, com malha de 0,5cm, contendo
serragem de madeira no fundo. Estes animais permaneceram nestas gaiolas por 26
semanas.

Os grupos experimentais e controles permaneceram sob idénticas condicdes
ambientais, em lugar arejado e com temperatura ambiente equivalente a média local
para a época do ano (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 28 semanas (32 semanas de idade), os animais foram
separados em grupos de 2 individuos, transferidos para gaiolas nas medidas de
30x20 e identificados individualmente através da pintura de parte da cauda com
cores diferentes, com tinta atOxica e resistente a agua.

Foi realizada a pesagem e a identificacdo de animais com peso normal e
obesos. Foram considerados os animais como obesos quando o peso do animal era
superior a 60 gramas e como peso normal os animais entre 45 e 50 gramas. Dos 46
animais iniciais, foram selecionados 36, descartando 0s que apresentaram peso
muito superior ou inferior a média de cada grupo. Os animais foram submetidos a
adaptacdo ao novo alojamento e a dieta experimental, ao final foram pesados

novamente, tendo iniciado o periodo experimental.
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O cronograma do experimento executado, com 0s principais marcos, pode ser

observado na Figura 1.

Adaptacao
nal experimento

Alimentacgao
Racao comercial
Alimentacao
Ragbes experimentais

i
' l I 6 semanas de avaliagdo +

Nascimento 4 semanas 32 semanas 33 semanas 39 semanas

| —28semanas | 1semana | 6 semanas de avaliagéo ] )
| | e

Caixa coletiva Caixa coletiva
20 animais 2 (animais)

35 semanas

Figura 1 - llustracéo do cronograma de execuc¢do 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 experimental.

4.3. Delineamento experimental

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

Os tratamentos principais avaliados foram: TC (tratamento controle — ragao
comercial); Tl (cromo na forma de cloreto cromo - 100 mg.kg? racéo); TO (cromo
organico complexado com metionina — 100 mg.kg? racéo). Os valores de inclusédo
na deita foram estabelecidos com o intuido de obter um consumo médio diario de 0,5
a 0,7 mg/dia de cromo, (consumo médio de 7 g/dia de ragéo por animal).
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4.4. Complexo de cromo e incorporacédo na dieta

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

A racdo comercial para camundongos (Probiotério MP77) foi moida,
peneirada e pesada, assim como as fontes de cromo para os tratamentos. Desta
forma, 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 peletizadas, sem aquecimento, com caracteristicas similares ao pellet inicial.
Para facilitar a identificagcdo das racdes foi utilizado corante verde em diferentes
guantidades. A quantidade de rac&o preparada foi equivalente ao consumo de trés

semanas, sendo acondicionada em sacos plasticos hermeticamente fechados.

4.5. Duracao 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, 1 semana para adaptacdo a nova gaiola e dieta e, 6

semanas, de avaliagdo experimental.

4.6. Coleta de sangue

Ao final do periodo experimental, no 42° dia de suplementacdo, os
camundongos foram insensibilizados utilizando anestesia inalatoria com isoflurano,
em seguida, foi realizada coleta de sangue por puncado cardiaca para determinagéo
dos parametros hematoldgicos, utilizando seringas de 1 mL heparinizadas.

No procedimento de anestesia foi utilizado o isoflurano, adicionado em
algoddo estéril e alocado na camara de inalacdo de forma isolada, evitando o
contato direto com o produto. Neste método, a quantidade precisa de anestésico
oferecida ao animal ndo é conhecida e o plano anestésico do animal deve ser
observado através da camara de inalacdo. Se houver reflexo presente, ou seja, se 0

animal responder a estimulos, a anestesia ndo esta no plano anestésico adequado
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para a intervencado cirurgica. Confirmado que o plano anestésico foi efetivado, foi
realizado a exsanguinagdo por puncdo cardiaca, imediatamente apls a
insensibilizacdo e antes do animal restabelecer a consciéncia. A confirmacéo de
morte do animal foi realizada pela auséncia de movimento respiratorio (apneia) e

auséncia de batimentos cardiacos (assistolia).
4.7. Analise hematoldgica
Utilizando-se um analisador automatizado hematolégico (contador

hematoldgico veterinario) foram avaliados os seguintes parametros: hemoglobina,

hematodcrito, eritrocito.

4.8. Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram representados pela média e a comparacao entre
elas realizada por teste SNK e andlise de variancia (ANOVA). Foi considerado o
nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para os valores médios de hematdcrito, hemoglobina e eritrocito das
amostras de sangue dos camundongos Swiss, ndo houve diferenca significativa
entre os tratamentos e, grupos experimentais (p>0,05) (Tabela 2).

Os parametros hematolégicos para hematoécrito, hemoglobina e eritrocito
observados neste estudo encontram-se dentro dos valores de referéncia para a
espécie. Neste sentido o cromo € um elemento seguro para a espécie estudada, nas
condicbes do estudo; Vale ressaltar que as respostas hematologicas ndo foram

alteradas entre os tratamentos aplicados.

Tabela 2 - Parametros hematologicos de camundongos Swiss senis, normais ou
obesos, suplementados com diferentes fontes de cromo.

Grupo Suplementacao
experimental TC I TO Médias
Hematdécrito (%)

Peso Normal 47,86 49,53 47,46 48,28
Obesos 50,66 52,26 49,06 50,66
Médias 49,26 50,89 48,26

Hemoglobina (g/dL)
Peso Normal 14,17 15,36 15,00 14,84
Obesos 15,57 15,97 15,26 15,60
Médias 14,87 15,66 15,13

Eritrocitos (mg/dL)
Peso Normal 8,33 9,73 10,23 9,43
Obesos 10,40 9,67 9,14 9,73
Médias 9,36 9,70 9,68

TC=racdo controle; Tl= racdo com adicdo de cromo inorgénico; TO= racdo com adicdo de cromo
organico.
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6. CONCLUSAO

A suplementacédo de cromo, independente da forma, organica ou inorganica,
nao altera os valores hematologicos para hematdcrito, hemoglobina e eritrécito de

camundongos Swiss senis, nas condi¢cdes experimentais deste estudo.
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