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RESUMO

Introducdo: Entre os suplementos utilizados no meio esportivo, o mineral cromo tem se destacado, principal-
mente por potencializar a acdo da via insulinica, acdo extremamente importante na manutenc¢ao da homeostasia
metabolica. A acdo do cromo parece ter acao importante como coadjuvante nas dinamicas da acdo insulinica.
Objetivo: Avaliar o perfil glicogénico, bem como a sensibilidade tecidual a insulina e a pancredtica a glicose em
ratos jovens e envelhecidos tratados com picolinato de cromo. Método: Foram utilizados ratos Wistar, com idade
de 3 e 24 meses, distribuidos em quatro grupos experimentais (n = 6), assim denominados: jovens (J), jovens
suplementados com picolinato de cromo (JP, 80 ug/Kg), envelhecidos (E) e envelhecidos suplementados com
picolinato de cromo (EP, 80 pg/Kg). A sensibilidade a insulina foi avaliada através do teste de tolerancia a insulina
(ITT, 2 U/Kg) e a sensibilidade pancredtica, através do teste de tolerancia a glicose (GTT, 2 g/Kg). Na andlise esta-
tistica foi utilizado teste de normalidade de dados de Kolmogorov-Smirnov, sequido de ANOVA e o teste post-hoc
de Tukey, p < 0,05. Resultados: O grupo envelhecido apresentou menores reservas glicogénicas se comparado
a0 grupo jovem; por sua vez, o tratamento com picolinato promoveu elevacdo das reservas hepéticas de ratos
jovens sem efeito nos envelhecidos. No mesmo perfil de andlise, foi demonstrado que o tratamento com pico-
linato promoveu elevacdo das reservas glicogénicas musculares, efeito observado tanto nos jovens quanto nos
envelhecidos. No grupo jovem, ndo foi observada diferenca no ITT, porém houve reducao da drea sob a curva
descrita no GTT. No grupo envelhecido, houve elevacao da responsividade a insulina no ITT e reducéo da drea
sob a curva. Conclusao: O picolinato expressou acdo de secretagogo e sensibilizador da agdo insulinica, com
expressao mais significativa nos musculos envelhecidos.

Palavras-chave: metabolismo, envelhecimento, glicogénio.

ABSTRACT

Introduction: Among the supplements used in sports, the mineral chromium has stood out particularly by enhan-
cing the action of insulin route, action extremely important in maintaining metabolic homeostasis. The chromium
action seems to have significant action as an adjunct in the dynamics of insulin action. Objective: To evaluate the
glycogen profile and the tissue sensitivity to insulin and pancreatic glucose sensitivity in young and aged rats treated
with chromium picolinate. Methods: Wistar rats were used, aged 3 and 24 months, divided into four experimental
groups (n=6), so named: young (), young supplemented with chromium picolinate (YP, 80 ug/kg), aged (A) and aged
supplemented with chromium picolinate (AR, 80 ug/kg). The insulin sensitivity was assessed by the insulin tolerance
test (ITT, 2U/Kg) and pancreatic sensitivity was assessed by the glucose tolerance test (GTT, 2 g/Kg). Statistical analysis
used Kolmogorov-Smirnov Test for Normality, followed by ANOVA and Tukey's Post-hoc test, p <0.05. Results: The aged
group showed lower glycogen reserves compared to the young group; in turn, treatment with chromium picolinate
causes an increase in liver reserves of young rats with no effect on aged rats. At the same profile analysis, it was shown
that treatment with chromium picolinate promoted an increase in muscle glycogen reserves, effect observed in both
young and aged rats. In the young group, no difference was observed in the ITT, but there was a decrease of the area
under the curve described in GTT. In the aged group, there was an increase in responsiveness to insulin in the ITT and
decrease of the area under the curve. Conclusion: The chromium picolinate expressed secretagogue and sensitizer action
of insulin action with most significant expression in aging muscles.

Keywords: metabolism, aging, glycogen.

RESUMEN

Introduccidn: Entre los suplementos que se usan en los deportes, el mineral cromo ha sido distinguido, en
particular por el aumento de la accidn de la via de la insulina, una accién muy importante en el mantenimiento
de la homeostasis metabdlica. La accidn del cromo parece tener una accién significativa como coadyuvante
en la dindmica de la accion de la insulina. Objetivo: Evaluar el perfil del glucdgeno y la sensibilidad de los teji-
dos a la insulina y de la glucosa pancredtica en ratas jovenes y envejecidas tratadas con picolinato de cromo.
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Meétodos: Se utilizaron ratas Wistar con edades de 3 y 24 meses, divididas en cuatro grupos experimentales
(n =6), llamados asi: jovenes (Y), jovenes complementados con picolinato de cromo (JR. 80 mg/Kg.), envejeci-
dos (E) y envejecidos suplementados con picolinato de cromo (EP 80 mg/Kg.). La sensibilidad a la insulina se
evalué mediante la prueba de tolerancia a la insulina (ITT, 2 U/Kg.) y la sensibilidad pancredtica, mediante la
prueba de tolerancia a la glucosa (GTT, 2 g/Kg.). En el andlisis estadistico se utilizé la prueba de normalidad
de Kolmogorov-Smirnov sequida por ANOVA y la prueba post-hoc de Tukey, p < 0,05. Resultados: El grupo de
ratas envejecidas mostrd reservas de glucdgeno mds bajas en comparacion con el grupo de jévenes; a su vez, el
tratamiento con picolinato de cromo causd la elevacidn de las reservas hepdticas sin efecto en ratas jovenes. Al
mismo andlisis de perfiles, se demostré que el tratamiento con picolinato de cromo promovié un aumento de
las reservas de glucégeno muscular, efecto observado en ratas jévenes y envejecidas. En el grupo joven, no se
observé ninguna diferencia en la ITT, pero hubo una reduccidn en el drea bajo la curva en la GTT. En el grupo
envejecido, hubo aumento en la capacidad de respuesta a la insulina en la ITT y reduccidn en el drea bajo la
curva. Conclusion: El picolinato expresé una accién secretagoga y sensibilizadora de la accion de la insuling,

con la expresion mds significativa en los musculos envejecidos.

Palabras clave: metabolismo, envejecimiento, glucégeno.
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INTRODUCAO

A plasticidade histofisiolégica das fibras musculares esqueléticas
permite que estas sejam capazes de adaptar constantemente sua fun-
cionalidade de acordo com as necessidades funcionais ou metabdlicas
deflagrando mudangas no seu tamanho, no tipo de fibra ou no perfil
de utilizacdo de substratos metabolizaveis'.

Com relagdo a hipotrofia muscular induzida por desuso tem sido
descrito uma série de efeitos deletérios, tais como a reducdo da den-
sidade dos capilares, dos sarcomeros em série, da forca e resisténcia a
fadiga’. Segundo Hilder et al, dentro do perfil metabdlico, o desuso
muscular crénico e a imobilizacao sado condi¢des que diminuem a efi-
ciéncia das vias sinalizadoras de insulina, induzindo o quadro de resis-
téncia insulinica. H& de se considerar que a hipotrofia é um processo
que apresenta caracteristicas especificas para cada tipo de musculo e
tém-se demonstrado que o musculo séleo é o mais comprometido em
situacdes de desuso por ser predominantemente formado por fibras
do tipo |, antigravitaciondrio e possuir menor adaptacédo em relacéo
as fibras do tipo Il.

As fibras lentas apresentam ainda marcantes alteragdes histofisio-
l6gicas como irregularidades no reticulo sarcoplasmaético, fibrilas desin-
tegradas, lesdo mitocondrial, linhas Z estendidas, como condensacdo
e fragmentacédo da cromatina nuclear e reducdo de sarcbmeros em
paralelo e em série na condicéo de desuso”.

Concomitante ao envelhecimento, diversas funcées fisioldgicas
sao prejudicadas, com destaque as relacionadas com a fungdo mus-
cular, que se apresenta diminuida, afetando significativamente a qua-
lidade de vida®®. A perda da massa muscular e consequentemente da
forca muscular é um indicativo marcante da perda da mobilidade e da
capacidade funcional do individuo que esta envelhecendo’. Sabe-se
que a forca muscular atinge seu pico por volta dos trinta anos de
idade e é preservada por volta dos cinquenta anos. A partir dessa
idade, a taxa de progressao de reducdo da forca se da em torno de
8 a 15% por década e, diante do decréscimo no ndmero de fibras
musculares a atrofia da fibra tipo Il é a mais acometida®. Essas altera-
¢oes podem levar a perda no desempenho de habilidades motoras,
sejam elas relacionadas ao desempenho atlético de alto nivel ou a
vida funcional diaria®.

Dentre o0s suplementos utilizados no meio esportivo, destaca-se
o mineral Cromo, cuja funcéo priméria é potencializar os efeitos da
insulina'®. Também aumenta a fluidez da membrana celular para facilitar
a ligacdo da insulina com seu receptor, ao qual o GTF (fator auxiliar de
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transporte de glicose da via insulinica) funciona como um carreador
para proteinas celulares deficientes em cromo''. Mais recentemente, o
Cromo foi caracterizado como componente participante do mecanis-
mo de amplificacéo da sinalizacao celular de insulina, ou seja, um fator
colaborador do aumento da sensibilidade de receptores insulinicos na
membrana plasmética'?,

A sua suplementacdo tem sido utilizada com a finalidade de pro-
mover aumento de massa muscular e diminuicdo da gordura corporal
via acdo glicogénica e sensibilidade insulinica; todavia, hd escassez de
evidéncias cientificas comprovando esses possiveis efeitos positivos
da suplementacdo com cromo'®.

Avaliar o perfil glicogénico, bem como a sensibilidade tecidual &
insulina e pancredtica ao bolus de glicose em ratos jovens e envelhe-
cidos tratados com picolinato de cromo.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados ratos albinos Wistar com idade de 3 e 24 meses
de idade, pesando entre 180-220g adquiridos junto a empresa ANILAB-
Paulinia, SP, Brasil. Os animais foram alimentados com ra¢éo e dgua ad
libitum, sendo submetidos a ciclo foto periédicos de 12h claro/escuro
e distribuidos em quatro grupos experimentais (n=6), assim denomi-
nados: jovens (J), jovens suplementados com picolinato de cromo (JP),
envelhecidos (E) e envelhecidos suplementados com picolinato de cro-
mo (EP). O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica UA — UNIMEP
sob protocolo 09/2012.

O tratamento consistiu da administracao do picolinato de cromo
na dose de 80 ug/Kg disponivel na dgua para beber'®. Optou-se
pelo picolinato de cromo, pois esta forma ndo é toxica ao organis-
mo, bem como é a forma encontrada em muitos alimentos. Apds
anestesia com pentobarbital sédico (40mg/kg, i.p), os animais fo-
ram sacrificados por deslocamento cervical e amostras do figado
e dos musculos séleo, gastrocnémio porgao branca, gastrocnémio
porcdo mista, foram retirados e encaminhados para determina-
cdo das reservas glicogénicas segundo o método do fenol sulfu-
rico’. A sensibilidade a insulina foi avaliada através do teste de
tolerancia a insulina (ITT) bem como a sensibilidade pancreética
foi avaliada através do teste de tolerancia a glicose (GTT), segun-
do Rafacho et al’®. Na andlise do ITT os animais foram anestesia-
dos com pentobarbital sédico (40 mg/Kg, ip) e através de uma
corte na cauda, a glicemia foi avaliada com o uso de glucometer
(tempo zero) e a seguir insulina (2U/Kg) foi injetada intraperitoneal
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e a glicemia novamente avaliada nos tempos 2, 5; 5; 10; 15; 20; 25
e 30min. A velocidade de decaimento foi calculada através com o
software Origin®. No GTT, o mesmo procedimento anestésico foi
utilizado, no entanto, apés o tempo zero, foi injetado glicose (2 mg/
Kg) e amostras de sangue coletadas nos tempos 15, 30, 45, 60, 90 e
120 min e a glicemia avaliada com o mesmo método.

Na avaliacéo estatistica foi utilizado o teste de normalidade (Kolmo-
gorov-Smirnov) seguido de ANOVA e teste de Tukey, com nivel de signi-
ficancia de 5%. Esta andlise foi realizada no software ORIGIN® (verséo 5.0).

RESULTADOS

Inicialmente foram avaliadas as reservas glicogénicas hepaticas
na presenca do picolinato de cromo sendo observado que, no gru-
po jovem, o conteudo foi elevado em 42%, fato que ndo ocorreu
no grupo envelhecido (figura 1). No mesmo sentido de andlise, foi
observado o mesmo efeito nas reservas glicogénicas musculares onde
foram verificadas reservas 20%, 15% e 15,6% maiores nos musculos
s6leo, gastrocnémio porgdo branca e gastrocnémio porgdo vermelha,
respectivamente (figura 2).

No que se refere ao grupo envelhecido nao tratado, foi observado
que suas reservas estavam menores se comparado ao grupo jovem,
uma vez que, as reservas do soéleo foram 44,6% menores se comparado
ao jovem, efeito também observado nos demais musculos, onde foram
constatadas reservas 35,8% e 28% no gastrocnémio por¢ao branca e
gastrocnémio porcao vermelha, respectivamente (figura 2).

A avaliagdo das reservas glicogénicas do tecido muscular de ratos
envelhecidos tratados com o picolinato de cromo mostrou elevacéo
no conteldo, atingindo valores de 46%, 28% e 17% maiores respectiva-
mente no soleo, gastrocnémio por¢do branca e gastrocnémio por¢ao
vermelha (figura 2).

A constatacao de mudangas nas reservas glicogénicas instigou a
busca pelo possivel sitio de acao do cromo, iniciando pelo grupo jovem.
Neste sentido, ndo foi observado diferenca na constante de decaimento
da glicemia no grupo jovem, submetido ao ITT (figura 3). Por outro
lado, foi significativa a redugdo na drea sob a curva demonstrada no
teste de tolerancia a glicose, o qual foi 37,2% menor no grupo jovem
tratado, indicando acao secretagogo do cromo (figura 4).

A andlise do ITT do grupo envelhecido tratado com picolinato
de cromo mostrou que o mineral promoveu elevacéo na responsivi-
dade a insulina, elevando em 99,7% a velocidade de decaimento da
glicemia. Por sua vez, a avaliagcdo da resposta pancredtica mostrou
que o picolinato de cromo sensibilizou as células beta pancreéticas
reduzindo em 15% a édrea sob a curva, como pode ser verificado
no GTT (figura 4).
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Figura 1. Concentracao hepatica de glicogénio (mg/100mg) de ratos Jovens (J) e
envelhecidos (F) nas condi¢oes controle (C) e tratados com Picolinato de Cromo
(P). Os valores correspondem a média + epm, n=5.*p<0,05 comparado ao controle.
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Figura 2. Concentracdo de glicogénio (mg/100mg) dos musculos Séleo (S), Gastroc-
némio Porcdo Branca (GB) e Gastrocnémio Porcao Vermelha (GV) de ratos Jovens
(J) e Envelhecidos (E) condicées controle (C) e tratados com Picolinato de Cromo
(P). Os valores correspondem a média + epm, n=5.*P<0,01 comparado ao controle,
#p<0,05 comprado ao jovem, = p<0,05 comparado ao envelhecido nao tratado.
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Figura 3. Constante de decaimento da glicemia (KITT; %/min) de ratos Jovens (J)
e Envelhecidos (E) controle (C) e tratados com Picolinato de Cromo (P). Os valores
correspondem & média + epm, n=5.*p<0,05 comparado ao controle; #p<0,05 com-
parando o grupo envelhecido tratado com o envelhecido nao tratado.
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Figura 4. Area sob a Curva (mg/dL/120 min) de ratos Jovens (J) e Envelhecidos (E)
controle (C) e tratados com Picolinato de Cromo (P). Os valores correspondem a
média + epm, n=5. *p<0,05 comparado ao controle; #p<0,05 comparando enve-
lhecido tratado ao envelhecido tratado.

DISCUSSAO

A homeostase energética depende da disponibilidade de substra-
tos metabolizaveis, bem como da funcionalidade das vias bioquimicas
que permitem tanto a formacao quanto a mobilizacdo das reservas.
Dentre os principais sistemas que comandam o equilibrio metabdlico,
o figado e os musculos merecem destaque, uma vez que, constituem
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0s principais reservatérios e sao sensiveis tanto a insulina, hormonio
relacionado a formacao das reservas, quanto aos hormdénios contrar-
reguladores, os quais promovem a mobilizacdo'”.

De acordo com o estudo de Leto e Satiel'®, a insulina controla o me-
tabolismo dos carboidratos, de modo que interage com receptores das
células alvo, evento este que desencadeia uma cascata na face intracelular.
Esse evento é determinante na elevacdo na captagdo de glicose e direcio-
namento das vias metabolicas, culminado assim na formacao das reservas
glicogénicas. Dessa forma, foi observado que o grupo jovem controle apre-
sentou reservas glicogénicas hepaticas similares ao descrito na literatura.

Com relacéo & andlise da acéo do picolinato de cromo nas reservas gli-
cogénicas do grupo jovem mostrou aumento significativo tanto no figado
quanto no musculo séleo (fibra vermelha, fibra tipo |, com maior populacéo
de receptores de insulina) indicando o sitio de acdo do cromo, o qual tem
sido descrito como mineral que melhora a sinalizacéo insulinica promove
elevacdo no numero de receptores insulinicos, ativa as vias citosolicas
pos-receptor insulinico elevando, com isto, a sensibilidade insulinica’.

Classicamente tem sido descrito as alteragdes quimio-metabdlicas
e funcionais que acompanham o envelhecimento?. No que se refere
a funcionalidade e eficiéncia dos sistemas metabdlicos, tem sido des-
crito que o musculo esquelético envelhecido apresenta modificagdes
na sensibilidade a horménios, reducdo na capacidade de metabolizar
glicose, alteragdes nas vias pos-receptor da insulina, representadas
pela reducéo na eficiéncia do triunvirato: captar glicose, metabolizar,
reservar, bem como diminuir a capacidade de mobilizar suas reservas
energéticas, em especial as reservas de glicogénio®"?.

Recentemente, Qiao et al?® reiteraram que ainda ndo ha consenso
sobre o exato mecanismo ligado as acdes do cromo no organismo; no
entanto, alguns passos de sua sinalizacdo ja foram descritos, merecendo
destacar a habilidade de modular a atividade da enzima glicogénio sin-
tetase que regula a sintese de glicogénio, bem como o mineral interage
com a enzima UCP3, estimulando a captagao de glicose via translocacao
do GLUT 4 na célula muscular esquelética por ativacdo da via PI3K ci-
tosolica®. Isso sugere que o exercicio fisico, aliado ao uso do picolinato
de cromo pode potencializar a captagao de glicose via translocagcao do
GLUT 4, fazendo com que haja um aumento da massa muscular.
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Cabe salientar que, no presente estudo, foi observado um aumen-
to nas reservas glicogénicas nos musculos envelhecidos, evento que
ocorreu de forma generalizada nos diferentes tipos de musculos e com
maior prevaléncia no musculo séleo, indicando uma possivel acao pre-
ferencial em musculos com maior porcentagem de fibras tipo .

Frente aos dados até entdo demonstrados, é sugestiva a hipdtese
do picolinato de cromo manifestar sua acao preferencialmente sobre
tecidos periféricos insulina sensiveis. Dessa forma, optou-se por avaliar
a velocidade de captagdo de glicose por tecidos periféricos através do
teste de tolerancia a insulina, o qual ndo demonstrou que o picolinato
promove diferenca na velocidade de decaimento da glicemia no grupo
jovem; no entanto, a mesma andlise realizada no grupo envelhecido
demonstrou aumento na velocidade de captagao da hexose pelos te-
cidos periféricos, concordando com diferentes autores que verificaram
elevacdo na sensibilidade tecidual a insulina frente a suplementacao
com cromo (in vivo) e na condicao in vitro?%%,

Pautado nas amplas acoes teciduais do cromo, ha de se conside-
rar a possibilidade de que o sinal possa ser potencializado de forma
indireta, havendo uma modificacdo no processo secretério da insulina.
Para esclarecer este fato foi realizado o teste de tolerdncia a glicose. Os
resultados mostraram que a drea sob a curva foi menor, tanto no grupo
jovem quanto no grupo envelhecido, sugerindo que a acdo do cromo é
multifatorial, ou seja, atua enquanto secretagogo da insulina bem como
potencializa a amplificacdo do sinal insulinico nos tecidos periféricos?>.

CONCLUSAO

O principal achado do presente estudo foi que o picolinato de
cromo promoveu expressiva melhora nas reservas energéticas mus-
culares dos animais envelhecidos, indicando que pode ser uma ferra-
menta farmacoldgica importante para a manutencao da homeostasia
metabdlica muscular utilizada no envelhecimento, condicdo onde a
musculatura torna-se comprometida.
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