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RESUMO

Devido a importancia do papel do cromo no mecanismo da sensibilidade
a insulina, tem sido estudada a suplementacdo com esse mineral em pacientes
com diabetes. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da suplementacéo
oral com picolinato de cromo (PicCr) na glicemia, no perfil lipidico e no perfil
antioxidante bem como nos parametros antropométricos e de cromo
plasmético, em pacientes com diabetes mellitus tipo 2 (DM2) mal controlado
(hemoglobina glicada Alc (HbA1c) = 7%). O estudo foi caracterizado como um
ensaio clinico controlado, randomizado, desenvolvido com 71 pacientes, de
ambos os sexos, divididos em dois grupos: grupo controle (n=32) recebendo
placebo e grupo suplementado (n=39), recebendo 600ug/dia de PicCr, durante
quatro meses. Os pacientes receberam orientagdo nutricional e mantiveram o
uso de sua medicacdo. Todos os parametros (bioquimicos, antropométricos e
perfil antioxidante) foram analisados antes e ap0s 0s quatro meses de
suplementacdo. O grupo suplementado com PicCr apresentou reducéo
significativa da glicemia de jejum (p<0,05) e da glicemia pés-prandial (p<0,05).
A HbAlc foi reduzida significativamente em ambos os grupos (p<0,001). No
entanto, essa reducdo foi significativamente maior (p<0,05) no grupo
suplementado (-1,90), em comparacdo com o grupo controle (-1,00). Foi
observada, ainda, diminuicdo significativa da circunferéncia da cintura (CC) e
do indice de conicidade (IC) nos pacientes do grupo suplementado (p<0,05).
Adicionalmente, houve aumento significativo (p<0,001) da concentracdo
plasmatica de cromo no grupo suplementado. Nao foi observada diferenca
estatistica entre os grupos, apds a intervencdo com PicCr, em relacdo a IMC,
perfil lipidico (CLT, LDL-c e TG) e perfil antioxidante (GSH, SOD e GPX). A
suplementacdo com PicCr teve um efeito benéfico sobre o controle glicémico
dos pacientes com DMT2 mal controlado e com indicadores de obesidade
central (CC e IC). Apesar dos resultados promissores encontrados, mais
estudos sdo necessarios para investigar o efeito da suplementagcdo com cromo

em longo prazo.
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1 INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) é uma doenca sistémica, cronica, resultante de
deficiéncia na secrecao de insulina pelo pancreas, da resisténcia periférica a
acado da insulina ou de ambas. A contribuicdo relativa de cada uma dessas
anormalidades varia tanto de um paciente para outro como em um mesmo
paciente ao longo da progresséo da doenca. Esse quadro sera tracado a partir
da interacdo de inumeros fatores, tanto genéticos quanto ambientais, como a
dieta e o estilo de vida (1).

A forma da doenca mais comum é o diabetes mellitus tipo 2(DM2),
atingindo 90-95% dos individuos, principalmente os de meia idade ou em idade
avancada, obesos ou pacientes com distribuicdo de gordura corporal na regido
abdominal (2).

Atualmente, vem sendo registrado um drastico aumento no nimero de
casos de DM2, que deve passar de 382 milhdes, em 2013, para 592 milhdes
até 2035. No Brasil, o diabetes é considerado um dos mais sérios problemas
de saude publica na atualidade, tanto pelo nimero de pessoas afetadas
(aproximadamente 11,5 milhdes) quanto pelas incapacitacbes e custos
envolvidos no controle e tratamento das complicacdes (3).

Muitas complicacbes do DM séo decorrentes das alteracées micro e
macrovasculares advindas da hiperglicemia constante. Apesar do avanco das
intervencdes farmacolégicas e de mudancas no estilo de vida, ainda é grande o
namero de pacientes com diabetes que ndo conseguem um controle glicémico
adequado. Assim, a prevaléncia de diabetes mal controlado continua sendo
um crescente desafio na pratica clinica, motivando esforcos no sentido de
melhor compreender e manejar essa doenca (4).

Nessa perspectiva, tem sido investigado o funcionamento dos receptores
de insulina como elementos chave para a instauracdo e a progressao da
resisténcia insulinica (RI) e, consequentemente, do DM2 (5-7). Uma importante
descoberta foi a de que, para o correto funcionamento desses receptores, €
necessaria a participagéo do cromo (Cr) (8).

O Cr € um mineral trago essencial para humanos e animais encontrado

na natureza nas valéncias de -2 a +6. A forma mais comum desse nutriente é o
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Cr*3, que tem uma funcdo preponderante no metabolismo de carboidratos,
coatuando com a insulina e melhorando a tolerancia a glicose (9,10), além de
ter uma participacdo no metabolismo de lipideos (11). O Cr esta presente, em
pequenas propor¢cdes, em alguns alimentos, como carne, cereais integrais,
oleaginosas e leguminosas (12). Varios componentes da dieta, em diferentes
proporcdes, podem interferir na absor¢do desse mineral, seja diminuindo-a
(como € o caso do fitato, carboidratos simples (sacarose), do zinco, do ferro e
do vanadio) seja aumentando-a (como fazem os aminoacidos, o oxalato, a
vitamina C e o amido) (13). Em termos de suplementacdo alimentar, a forma
mais biodisponivel parece ser a do picolinato de cromo (PicCr), como sugerido
em estudos com animais e com humanos (14-17).

Apesar de o Cr ser considerado um elemento essencial, ndo existe ainda
uma Recommended Dietary Alloowances (RDA) desse mineral, mas, sim,
apenas valores de Adequate Intake (Al), ou seja, 25 e 35ugCr/dia, para
mulheres e homens, respectivamente. O Tolerable Upper Intake Level) (UL)
também ndo foi estabelecido (18). No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) estabelece como nivel seguro de ingestdo o limite maximo
de 1000ug/dia (19). Os estudos sobre o papel do Cr no metabolismo de
carboidratos iniciaram em 1929, com a identificagcdo, em leveduras, de um
complexo organico de baixo peso molecular contendo Cr*3, denominado fator
de tolerancia a glicose, ou GTF (20). Porém, o mecanismo pelo qual o Cr atua
na sensibilidade a insulina sé foi descoberto em 1989, quando foi identificado
em humanos um oligopeptideo, inicialmente denominado substancia ligadora
de cromo com baixo peso molecular (do inglés, Low-molecular weight
chromium-binding substance- LMWCr) o qual, de modo, similar ao GTF,
contém Cr™® e atua no metabolismo da insulina. Como esse composto tinha
semelhanca com a calmodulina, foi nomeado apocromodulina, quando na
forma livre de minerais, e cromodulina, quando ligado aos quatro fons de Cr*
(8). Foi observado, entdo, que, apos a insulina ligar-se a subunidade alfa de
seu receptor na membrana plasmatica da célula, ocorre uma maior mobilizacao
do Cr (mediada pela transferrina) para a célula alvo. No espaco intracelular,
esse mineral se liga a aprocromodulina, tornando-a ativa, sob a forma de
cromodulina. Na sequéncia, a cromodulina se liga ao receptor insulinico,

completando a ativagdo deste e amplificando o sinal da insulina. Essa
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sinalizacdo, decorrente da ativacdo de uma cascata de fosforilacdes,
subsequente a autofosforilacdo dos residuos de tirosina na subunidade B do
receptor de insulina, visa estimular a translocacdo dos transportadores de
glicose (GLUTSs) para a membrana da célula (5, 21, 22) (Figura 1).

Transferrina+Cromo (Cr3+)

- D Glicose

Receptor de
= insulina

Extracelular

<

Glicose

= ;4

Transferrina v

D 4 Cr3+ Cromodulina

Apocromodulina

Glut-4

Citosol

Célula sensivel a insulina

Figura 1- Mecanismo proposto para a participacdo do cromo na agao da
insulina. FONTE: Adaptado de Fantinatti et al.(2009)

Cr®: cromo trivalente; 4 Cr**: quatro fons de cromo trivalente; P: fosforilacdo da tirosina
quinase; a: subunidade a do receptor extracelular da insulina; 3: subunidade B do receptor

transmembrana da insulina; GLUT- 4: transportador de glicose da série 4.

Apesar de este ser o mecanismo mais amplamente divulgado para
explicar a atuacdo do Cr no metabolismo da glicose, ndo ha confirmacao ainda
da estrutura quimica do LMWCR (23), nem sobre a existéncia de um peptideo
de ligagcdo especifica, ou se o Cr atuaria, enquanto ion, na cascata de
sinalizacdo insulinica. No entanto, apesar de ndo ser completamente
compreendido, € consenso de que o Cr exerce um papel importante no

metabolismo da glicose (24).
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Nesta perspectiva, pressupde-se que uma dieta deficiente desse mineral
pode contribuir para desencadear e/ou agravar a DM2. Nesse sentido, tem
sido demonstrado que, em individuos normoglicémicos, a excrecdo de cromo
aumenta concomitantemente o grau de resisténcia insulinica (25). E, em
individuos portadores de DM, vém sendo encontradas concentracfes seéricas
de cromo significativamente menores que em pessoas sadias, sendo que a
hiperglicemia parece levar tanto a diminuicdo das concentragdes séricas de Cr
como ao aumento da excrecao urinaria desse mineral (9, 26,27).

Diante desse quadro, diversos estudos vém tentando investigar o0s
efeitos da utilizacdo do Cr no controle glicémico de pacientes com DM (10,28-
34). Face a diversidade de suplementos, dosagens e critérios utilizados na
avaliacdo da resposta ao tratamento, embora haja alguns resultados
promissores (35-37), ainda nao foi possivel chegar a um consenso sobre a
suplementacdo com Cr como proposta terapéutica no tratamento de pacientes
com DM. Ademais, além da resposta no controle glicémico, séo relatados
outros efeitos decorrentes da suplementacdo com Cr, relativos ao metabolismo
lipidico e a distribuicdo de gordura corporal.

Em alguns trabalhos, é relatada uma melhora nas concentragfes de
triglicerideos e de colesterol plasmatico, em individuos com dislipidemia, apos
a suplementacao de Cr. Esse efeito tem sido creditado a uma provavel inibicéo,
pelo mineral, da enzima hepética hidroximetilglutaril-CoA-redutase (11, 37, 38).
No entanto, em outros estudos ndo é encontrada nenhuma alteragdo do perfil
lipidico de pacientes suplementados com Cr (32, 34, 36, 39, 40).

Também é relatada uma reducdo do peso corporal e da circunferéncia
abdominal quando da utilizacdo de suplementos com Cr (28, 41). Nessa
perspectiva, sugere-se que o Cr pode atuar em glicorreceptores cerebrais
sensiveis a insulina, suprimindo o apetite e estimulando a termogénese (42).

Essa melhora na sensibilidade a insulina também se refletiria em um
menor acumulo de gordura central (2, 43, 44), de grande importancia para o
tratamento da DM2, uma vez que a adiposidade na regido central,
especificamente uma maior quantidade de gordura intra-abdominal, ou visceral,
€ um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento de DM, além de

ser fator de risco independente para essa doenca (45-47).
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Outro aspecto investigado diz respeito ao possivel papel do Cr na
melhora do estresse oxidativo. No DM, o estado de constante hiperglicemia
leva ao aumento da formacao de produtos finais de glicagédo avancada (AGES),
pela via do “estresse carbonilico”. Como resultado, h4 um aumento da geracéo
de radicais livres, levando a geracdo do estresse oxidativo (48-50), um dos
mecanismos responsaveis pelas complicacdes vasculares relacionadas ao
diabetes (49-52), dentre outras consequéncias.

Nesse sentido, estudos sobre suplementacdo com Cr, realizados em
portadores de DM2 e em animais, vém encontrando resultados diversos,
demonstrando uma diminuicdo em metabdlitos relativos a peroxidacao lipidica
(14,53-56) além de resultados controversos em relacdo as enzimas dos
sistemas antioxidantes enddgenos (53-55). A hipotese dos pesquisadores é
que, face a uma diminuicdo da glicemia plasmatica, haveria diminuicdo da
geracao de radicais livres e, portanto, diminuicdo do estresse oxidativo.

Outro ponto importante a ser ressaltado em relacdo ao Cr é a interacao
dele com outros minerais, como, por exemplo, o ferro. Apesar de varios
estudos referirem que ndo foram encontrados efeitos adversos com o uso da
suplementacdo com Cr™3, é necessario cautela (10, 30, 35, 41, 54, 56-58). A
suplementacao isolada com Cr, em altas doses e por um longo periodo, pode
conduzir a uma deficiéncia de ferro. O Cr é transportado no sangue pela
transferrina, competindo com o ferro pelos sitios de ligacdo dessa proteina (59,
60), podendo, assim, comprometer o estado nutricional do individuo relativo ao
metabolismo do ferro (58). Porém sdo escassos trabalhos, na literatura, no
intuito de verificar essa condicéo (58, 61, 62).

Por outro lado, concentracdes elevadas de ferritina vém sendo
observadas em pacientes com risco, histérico familiar ou diagnostico de
diabetes e/ou desordens associadas ao metabolismo da insulina, havendo
indicios de que as intera¢cBes entre a insulina e a ferritina séo bidirecionais (63-
68). Nesse sentido, a suplementacdo de Cr poderia beneficiar esses individuos,

reduzindo a concentracdo de ferritina, tho comum em pacientes com diabetes.
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2 JUSTIFICATIVA

O aumento da prevaléncia do DM bem como das complicacbes a ela
associadas é um problema de saude publica em todo o mundo. Assim,
inUmeras estratégias e intervengbes vém sendo investigadas, buscando
melhorar o manejo dessa doenca, visando melhorar o prognostico e minimizar
complicacBes decorrentes do pobre controle glicémico.

Nesta perspectiva, uma das alternativas que vem sendo investigada € a
suplementacdo com Cr, um mineral que faz parte do oligopeptideo denominado
cromodulina, o qual atua na ativacdo e amplificacdo do sinal insulinico na
célula. Assim, vem sendo postulado que pacientes com DM apresentam menor
quantidade de Cr corporal e maior necessidade desse mineral, o0 que poderia
interferir na sinalizacdo e na homeostase glicémica, piorando o quadro clinico
do DM2. Entretanto os beneficios da suplementacdo com Cr em individuos com
diabetes n&o estédo conclusivamente demonstrados.

Desse modo, diante da importancia do diabetes como problema de
salude publica, justifica-se a necessidade de mais estudos para investigar os
efeitos da suplementagdo com Cr no controle glicémico, no perfil lipidico, na

composicado corporal e no estresse oxidativo em individuos com DM2.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da suplementacao oral de picolinato de cromo (PicCr) em
pacientes com DM2.

3.2 Objetivos especificos

e Verificar o efeito da suplementacdo com PicCr nos parametros de
controle glicémico e perfil lipidico.

e Avaliar os parametros de obesidade total e central, antes e apds a
suplementacao.

e Identificar o status das defesas antioxidantes dos pacientes, nos dois
momentos do estudo.

e Determinar as concentracfes de Cr sérico dos pacientes, antes e apés a

suplementacdo com PicCr.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Populacéo e caracterizagao do estudo

A pesquisa caracteriza-se como um ensaio clinico, controlado,
randomizado e unicego, com um grupo de pacientes de ambos 0s sexos,
adultos e idosos, diagnosticados com DM2, atendidos no Ambulatério das
Doencas Enddcrinas e Metabdlicas do Hospital Universitario Onofre Lopes
(HUOL/UFRN), na cidade do Natal-RN, durante o periodo de novembro de
2011 a maio de 2013.

Os pacientes foram selecionados no referido servigo, triados pela
pesquisadora e pelo médico responsavel, considerando os seguintes critérios
de incluséo: ter diagnostico de DM2 (conforme os critérios da ADA, 2011) (69);
apresentar HbAlc maior ou igual a 7%; ter idade entre 30 e 70 anos; nao ter
utilizado suplementos vitaminicos e minerais nos ultimos quatro meses. Como
critérios de exclusédo, foram definidos: ter diagnéstico de DM2, fazendo uso de
insulina; ter diagnéstico de DM1; estar gestante ou lactante; ter diagndstico de
anemia, nefropatia, cancer, esteatohepatite ndo alcodlica, infeccdo ou alguma
endocrinopatia (sindrome de Cushing, acromegalia, hipertiroidismo ou
hipotiroidismo descompensado); utilizar medicamento corticoide.

O tamanho amostral foi calculado considerando-se a diferenca a ser
detectada de 2mg/dL, para a variavel triglicérides, que apresentou menor
diferenca entre os grupos no estudo, e desvio padrédo da diferenca de 3mg/dL
(70). O poder do teste foi considerado 80%, e o nivel de significancia 5%,
devendo ser arrolados pelo menos 70 pacientes, divididos em dois grupos:
controle e suplementado.

Dos 189 pacientes pré-selecionados, a principio 98 foram excluidos, 91
randomizados e 71 completaram o estudo, (figura 2).



Pacientes com DM2
(n=189)

A

Randomizados
(n=91)

Pacientes que interromperam a

24

[ N

Excluidos
(n=98)

- HBA1c<7% (n = 58);
- Exames laboratoriais ndo foram
realizados (n = 16);

- Foram realizados exames
laboratoriais, mas nao foi iniciado o
tratamento (n = 14);

- Iniciada a insulinoterapia (n = 7);

K - Nefropatia (n = 3) /

intervencao
(n = 20)

Pacientes que continuaram até
o final do estudo

(n=71)

/

- Tratamento interrompido
(n=12);
- Inciado a insulinoterapia

(n=1);
(8

Controle
(n=14)

- Morte (n = 1)

\

/ Suplementado \

(n=6)
- Tratamento interrompido
(n=23);
- Iniciado a insulinoterapia
(n=2);
- Diagnostico de cancer

4

-

R,

(U

Controle
(n=32) (n = 39)
(59% feminino (69% feminino e
e 41% 31% masculino)
masculino)

\ /Suplementado\

) J

Figura 2: Fluxograma da selecao dos pacientes estudados
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4.1.1 Aspectos éticos

O estudo foi realizado em conformidade com as diretrizes
regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos, que constam na
Resolucao 196/96 e 466/2012 do Conselho Nacional de Saude (BRASIL, 1996)
(71). Antes da execucdo, o trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do referido hospital (CAAE: 6510.0.000.294-10) (Apéndice 1). O
estudo foi registrado na plataforma virtual Registro Brasileiro de Ensaios

Clinicos (ReBEC) (www.ensaiosclinicos.gov.br), registro n°79nxr8.

4.1.2 Desenho do estudo

Os pacientes selecionados faziam parte da demanda habitual do
Ambulatorio de Doengas Enddcrinas e Metabdlicas e permaneceram utilizando
sua medicacao, inclusive, antidiabéticos orais (ADOs); além de receberem
orientacdo nutricional voltada para o tratamento do DM.

Inicialmente (Tempo 0), foi realizada uma triagem, por meio de consulta
dos prontuérios dos pacientes, avaliando-se os critérios de inclusédo e excluséo.
Caso fosse selecionado, apds a avaliacéo clinica o paciente era encaminhado
para a pesquisadora. Apos serem informados sobre os objetivos e o0s
procedimentos do estudo, oralmente e por escrito, 0s pacientes que
desejassem participar da pesquisa, manifestando sua concordéancia, assinavam
o0 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 1).

Apos assinatura do TCLE, era preenchido o protocolo de pesquisa, que
constava de informacgfes gerais, habitos sociais e de saude, historia clinica,
avaliacdo dietética e antropométrica (Apédice 2). Em seguida, eram solicitados
0s exames laboratoriais, para determina¢@es bioquimicas, que avaliavam o0s
seguintes parametros: glicemia de jejum (GJ); glicemia pés-prandial (GPP),
hemoglobina glicada Alc (HBA1c), perfil lipidico - (colesterol total (CLT), LDL-
colesterol (LDL-c), HDL-colesterol (HDL-c), triglicerideos (TG); alanina
aminotransferase (ALT); aspartato aminotransferase (AST); gama glutamil
transferase (GGT); e microalbuminuria isolada); dosagens hormonais —tiroxina
(T4livre), hormdnio estimulador da tireoide (TSH); avaliagdo de marcadores

antioxidantes, como: conteudo de glutationa reduzida (GSH), atividade
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enzimatica da superoxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx); Cr
sérico e sumario de urina (EAS). Esses exames foram realizados no primeiro
momento, sendo utilizados para avaliagdo dos critérios de incluséo e excluséo.
No inicio e ap0s quatro meses de tratamento, foram realizados 0s seguintes
exames: GJ, GPP, HBAlc, CLT, LDL-c, HDL-c, TG, ferritina, GSH, SOD, GPx,
e Cr sérico. Realizados os primeiros exames laboratoriais, o paciente retornava
ao ambulatério para avaliagdo dos resultados. Caso preenchesse todos o0s
requisitos do protocolo de pesquisa, era incluido no estudo. A seguir, era
realizado o sorteio, no qual o paciente escolhia um envelope, de forma
aleatoria, contendo o tipo de tratamento ao qual seria submetido: controle
(recebendo placebo) ou suplementado (recebendo PicCr).

ApoOs esse procedimento, era disponibilizado ao paciente um frasco com
a primeira dose do tratamento, suficiente para 30 dias, e um plano alimentar
(calculado de forma individualizada), conforme recomendagdes da ADA (2011)
(69). Os pacientes retornavam ao ambulatério apds 30, 60 90 e 120 dias, para
avaliacdo de possiveis efeitos colaterais do tratamento e entrega de nova dose
de suplemento ou placebo. Caso houvesse alguma intercorréncia, era realizada
uma nova avaliacdo clinica do paciente, com médico endocrinologista. Ao final
dos 120 dias de tratamento, era realizada uma nova avaliacao nutricional e de
parametros laboratoriais, entregue a Ultima orientacdo nutricional, e o paciente
era encaminhado a nutricionista responsavel pelo ambulatério de nutricdo do

hospital, para que fosse dada continuidade ao tratamento (Figura 3).
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4.2 Suplementacédo Nutricional

Os suplementos e placebos foram manipulados, por profissional
farmacéutico, em um estabelecimento regulamentado, "Companhia da
Formula”, em Natal-RN, Brasil. O PicCr foi fabricado pela HARIKA DRUGS, lote
CHP/004/08/2015 (Telangana, india). Cada capsula ingerida pelos pacientes
do grupo suplementado continha 300ug de PicCr mais 120mg do excipiente
[estearato de magnésio (SM Empreendimentos Farmacéuticos, Sdo Paulo-SP-
Brasil), aerosil (Gemini Industria de Insumos Farmacéuticos Ltda., Anapolis-
GO, Brasil), celulose microcristalina (Pharma Nostra Comercial Ltda, Rio de
Janeiro-RJ, Brasil) e lactose (Galena Quimica Farmacéutica Ltda. Campinas-
SP, Brasil)]. Os pacientes do grupo Controle recebiam capsulas contendo
apenas 120mg de excipiente previamente descrita. As capsulas utilizadas nos
dois tratamentos eram idénticas em cor e tamanho.

Os pacientes recebiam um frasco com 60 capsulas, quantidade
suficiente para 30 dias, sendo orientados a ingerir uma capsula duas vezes ao
dia, uma ap6s o desjejum e a outra apdés o jantar, totalizando 600ug de
PicCr/dia. Essa dosagem foi estabelecida de acordo com a ANVISA, a qual
mostra que doses de até 1000 pg de CrPic/d ndo causam efeitos adversos nos
pacientes (19). Além disso, também foi conduzido um estudo piloto (dados nao
publicados), no qual diabéticos foram suplementados com 200 e 400 ug de
CrPic/d, durante trés meses, sendo encontrada apenas uma tendéncia a
melhor controle glicémico nos pacientes que recebiam 400ug de CrPic/d.
Diante desses resultados, para o presente estudo, foi estabelecida a dosagem
de 600 pg de CrPic/d, e o tempo de tratamento foi aumentado para quatro

meses.
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Figura 4 — Composicao das capsulas utilizadas: placebo e picolinato de cromo

4.3 Avaliag&o Nutricional

4.3.1 Avaliacao antropométrica

O indice de massa corporal (IMC) foi utilizado para avaliar a composicao

da gordura corporal total, utilizando-se as medidas antropométricas peso (Kg) e

altura (cm) (Kg/altura®) e considerando-se os pontos de corte da WHO, 2004

(72) (Tabela 1). Para a obtencao do peso, foi utilizada uma balanca eletronica

de plataforma da marca LIDER (modelo LD1050), com capacidade maxima de

200 Kg e minima de 2 Kg - S&o Paulo, Brasil. A altura foi obtida por meio do

estadibmetro acoplado a balanca com capacidade para 2m e intervalo de

0,5cm, de acordo com as técnicas recomendadas pelo WHO, 1995 (73).
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Tabela 1 - Classificacdo do IMC para adultos, segundo a WHO (2004)

Classificacao IMC (Kg/m?)
Magreza <18,5
Eutrofico 18,5a 24,9
Sobrepeso 25,0a 29,9
Obesidade Grau | 30,0a34,9
Obesidade Grau |l 35,0a39,9
Obesidade Grau llI =40

Os indicadores de obesidade abdominal utilizados no estudo foram:
circunferéncia da cintura (CC) e indice de conicidade (IC). A medida da CC foi
obtida no ponto médio entre a Ultima costela e a crista iliaca. Foram realizadas
duas medidas consecutivas, utilizando-se o valor médio entre as duas. A leitura
foi realizada no momento da expiracao, utilizando-se uma fita inextensivel, com
aproximagédo a 0,1cm. Para classificacdo, foram considerados os pontos de
corte de acordo com a Associacao Brasileira para o Estudo da Obesidade e da
Sindrome Metabdlica (ABESO) (74). (Tabela 2)

Tabela 2 — Pontos de corte estabelecidos pela ABESO para medida da
circunferéncia abdominal e sua relacdo com o risco de doencas

cardiovasculares

Sexo Risco de doencgas cardiovasculares
Aumentado Muito aumentado
Homens =294 cm 2102 cm
Mulheres =80cm =88 cm

Para obter-se o IC, utilizaram-se as seguintes medidas antropométricas:

CC (cm), peso (Kg), altura (m). Posteriormente, aplicou-se a equacao (75):
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IC= CC(cm)
'Pesocorporai[kgj

X
0,109 J altura(m)

Como parametro de classificacdo de obesidade central foi utilizado os
seguintes valores: 21,25 para homens e = 1,18 para mulheres até 49 anos e
1,22 a partir de 50 anos (75).

4.3.2 Avaliacéo dietética

Para avaliacdo do consumo alimentar, utilizou-se o0 método recordatério
de 24 horas, que foi aplicado no primeiro momento e repetido trés vezes,
durante os retornos, totalizando quatro recordatorios por paciente.

Para auxiliar na estimativa das porcdes e dos utensilios, utilizou-se um
registro fotografico de alimentos e utensilios, elaborado a partir de registros
publicados (76,77). Para analise das dietas, foi utilizado o programa o software
Dietwin®. A avaliagdo da composi¢cdo quimica dos alimentos foi realizada a
partir do banco de dados do referido programa, complementado por dados
provenientes de tabelas brasileiras (78,79), do United States Department of
Agriculture (USDA, 2008) (80), e de rétulos dos produtos industrializados.

Para avaliacdo da ingestdo dietética de cromo foi utilizada a média
ajustada, para a variacao intra-individuo, de trés recordatérios alimentares de
24 horas, conforme as recomendacdes (81), para caracterizar o consumo
durante o periodo da intervencdo. A ingestdo de cromo no periodo pré-
intervencao foi avaliada a partir do primeiro recordatorio, aplicado quando do
arrolamento dos voluntarios. Como parametro para avaliar a adequabilidade da
ingestdo de cromo, foram utilizados os valores propostos pelas Dietary
Reference Intakes (DRI, 2006) (82), de acordo com o sexo e estagio de vida.

4.4 Parametros Laboratoriais

4.4.1 Obtencado da amostra bioldgica

As coletas de sangue foram realizadas antes de se iniciar o tratamento e

120 dias ap0s. Em cada ocasido, foram coletados 20 mL de sangue, por
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puncdo venosa a vacuo, apos jejum de 10 a 12 horas, para a realizacdo das
dosagens bioquimicas, avaliacdo do status da defesa antioxidante e do cromo
sérico. O sangue foi fracionado em quatro aliquotas (Figura 5). As aliquotas
das que ndo eram analisadas no dia da coleta eram armazenadas em freezer,

a temperatura de -80°C, para posterior analise.

20 mL de sangue

TUBO 1 TUBO 3 TU.BO4
TUBO 2 enzimas
sem (tubo R
anticoagulante EDTA desmineralizado) antl0X|dgntes
(perfil bioquimico) (heparina)
v v v v
SORO SANGUETOTAL SORO ERITROCITOS
Glicose, Hemograma Dosagem de SOD, GPx
colesterol total, cromo
HDL, TG, TGO,
S, GOIE HbA1c SANGUE
Leia, TOTAL
creatinina, T4
livre, TSH, GSH
ferritina

Figura 5 — Obtencéo da amostra biologica
4.4.2 Analise Bioguimica

A glicemia de jejum e a poés-prandial foram avaliadas pelo método
hexokinase/G-6PDH; a HbAlc pelo sistema fotométrico- imunoturbidimetria; o
CLT pelo método enzymatic; o HDL-c pelo método accelerator selective
detergente; O LDL-c pela formula de Friedwald: LDL= CLT - (HDL — TG/5);
quando as concentracbes de TG eram menores que 400mg/dL,segundo a
(ADA, 2013) (83); e o TG pelo glicerol fosfatase oxidase. ALT (alanina
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aminotransferase) e AST (aspartato aminotransferase) foram avaliadas pelo
método enzimético, com deteccdo no UV. A gama glutamil transferase (GGT)
foi quantificada usando-se o método de Szasz modificado. A creatinina e a
ureia pelo método cinético, e acido Urico, quantificado no soro usando-se o
método enzimatico. A microalbuminuria isolada foi mensurada em uma amostra
de urina por imunoturbidimetria.Todas essas dosagens foram realizadas no
aparelno ARCHITECT/AEROSET 68000-Clinical Chemistrx (ABBOTT,
Chicago-, USA), utilizando-se reagentes ABBOTT(Chicago-USA). A FeS foi
dosada pelo método quimiluminescéncia, no aparelho ARCHITECT i 2000
SR(ABBOTT, Chicago-, USA), utilizando-se kit ferritina da ABBOT(Chicago-
USA). T4 livre e TSH foram determinados por quimioluminescéncia no
aparelho Immulite 2000, utilizando-se o kit da Siemens. Todos o0s exames
foram realizados no Laboratério de Analises Clinicas do Hospital Universitario
Onofre Lopes/lUFRN. Os parametros bioquimicos para avaliacdo dos
resultados do controle glicémico e do lipidémico seguiram as recomendacgdes
da SBD (2) (Tabela 3)

Tabela 3: Parametros de avaliacdo do controle glicémico e do perfil

lipidico em pacientes com DM2

: S Glicemi
Parametro Gllcerr:lajeju a pés_- HbAL (r(n:;/;L HDL (mLs/:L (mT;dL
(mg/dL) prandial ¢ (%) ) (mg/dL) ) )
(mg/dL)
>50
Valor de (mulheres
referénci <110 <140 <7 <200 ) <100 <150
a >40
(homens)

Fonte: Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD, 2014)

4.4.3 Determinacdo do Status das Defesas Antioxidantes - realizada no
Laboratério Multidisciplinar de Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude —
UFRN.

4.4.3.1 Glutationa Reduzida (GSH)
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O conteudo de GSH nos eritrocitosfoi analisado utilizando-se a
metodologia proposta pelo Beutler, Durom, Kelly (1963) (84). Amostras de
sangue total (200 pL) eram adicionadas a 800 pL de TCA a 15%. Apds
centrifugacéo ( 4000 rpm/4°C/6 min), era retirada uma alicota de 200 yL do
sobrenadante e misturada com tampao fosfato 0,2 M, pH 8,0 (2,0 mL). No
momento da leitura, acrescentavam-se 200 yL de DTNB 2,525 mM. Apoés
homogeneizacdo, a leitura era realizada, num tempo méaximo de 3 min
calculados a partir da absorbancia em 412 nm (UV-1650 PC
Spectrophotometer UV-Visible; Shimadzu, Tokio, Japan), utilizando-se o

coeficiente de extingao de 14,1(84).

4.4.3.2 Determinacao da atividade das enzimas antioxidantes
4.4.3.2.1 Preparacdo do hemolisado

Para determinacdo das atividades das enzimas superodixo dismutase
(SOD) e glutationa peroxidase (GPx), as amostras foram preparadas a partir de
5 mL de sangue total coletados com anticoagulante EDTA. Apds a coleta e a
separacao do plasma, seguiram-se trés lavagens com tampéo fosfato pH 7,4
rotacdo de 3500rpm, a 4°c, durante 12 minutos, na centrifuga Supra® 21K

(Alemanha). Os eritrocitos foram armazenados a -80°c até as analises.
4.4.3.2.2 Superéxido Dismutase- E.C. 1.1.15.1.1

A atividade foi realizada de acordo com Woolliams (1983) (85),
empregando-se o Kit's comercial Ransod ® (RANDOX laboratory, Country
Antrim, UK). Nesse método, utiliza-se a xantina e a enzima xantina oxidase
(XOD), a fim de se gerarem radicais superéxido, que, ao reagirem com duas
moléculas de 2- (4- iodofenil) - 3-(4-nitrofenol)-5-cloreto de fenil tetrazdlio
(I.LN.T.), formam o corante de formazan, de coloracdo vermelha. A atividade foi
medida por espectrofotometria a 505 nm (Shimadzu-1650 PC UV-visivel,

Toquio, Japao) e o resultado expresso em U / mg de Hb.
4.4.3.2.3 Glutationa Peroxidase - E.C. 1.6.4.2

A atividade da enzima GPx em eritrgcitos foi determinada empregando-
se o0 ensaio comercial Ransel® (RANDOX Laboratory,Country Antrim, UK),
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gue se baseia na técnica de Paglia, Valentine (1967) (86).Nesse ensaio, GPX
catalisa a oxidagdo da GSH com hidroperoxido de cumeno. Na presenca de
GR e NADPH a glutationa oxidada (GSSG) é imediatamente convertida em sua
forma reduzida com concomitante oxidacdo do NADPH a NADP+. A
absorbancia foi determinada a 340 nm (UV-Visivel Shimadzu PC-1650, Tokyo,
Japdao), e a atividade foi expressa em U/mg de Hb.

4.4.4 Avaliagcdo do cromo sérico
4.4.4.1 Procedimento de desmineralizagéo

Toda vidraria e todo recipiente plastico utilizado na coleta de sangue e
nas analises de minerais foram cuidadosamente desmineralizados em banho

de &cido cloridrico 1N por 24 horas, em banho de EDTA a 0,1% por 24 horas e,

ap6s cada banho, eram enxaguados em &gua ultrapura (Milli-Q®) no minimo
trés vezes, além de permanecer por mais 24h de molho para retirada dos

residuos.

4.4.4.2 Obtencéo e anélise da amostra

Apbs a coleta, a amostra foi centrifugada a 3500rpm durante 4 min. a
4°c. Posteriormente, do sobrenadante (soro), foram retiradas duas aliquotas de
aproximadamente 1mL, e transferidas para dois tubos desmineralizados. Em
seguida, as duas aliquotas foram armazenadas em um freezer a -20°C,
permanecendo até a realizacdo das analises. Para determinacdo da
concentracdo do cromo sérico, empregou-se a metodologia: Inductively
Coupled Plasma Mass Spectrometry (ICP/MS), AGILENT 7700 (Santa Clara-
CA, USA). Estas analises foram realizadas no Laboratorio Sérgio Franco - Rio

de Janeiro - RJ.

4.5 Analise Estatistica

A andlise dos dados foi realizada por meio do software SPSS, v. 19,
IBM, sendo inicialmente realizada uma andlise descritiva das variaveis. As
variaveis qualitativas foram expressas em frequéncia simples e percentuais, e
as quantitativas em média, desvio padrédo ou mediana [quartil inferior-quartil
superior] dependendo da normalidade dos dados. Para avaliar a normalidade

na distribuicdo da populagédo amostral foi utilizado o teste de Shapiro Wilk (87).
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Como a amostra nao apresentou distribuicdo normal foi utilizado o teste ndo
paramétrico de Wilcoxon para amostras emparelhadas, para avaliacdo dos
resultados antes e ap0s a intervencdo, dentro de cada grupo (controle e
suplementado). Para comparar o resultado, ou a diferenca das respostas da
intervencdo entre os grupos, foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney, para amostras independentes. O nivel de significancia adotado foi de
p< 0,05.
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Conclusions: CrPic supplementation had a beneficial effect on glycemic control in patients with poorly
controlled T2DM, without affecting the lipid profile. Additional studies are necessary to investigate the
effect of long-term CrPic supplementation.

© 2015 Elsevier GmbH. All rights reserved.

1. Introduction

Diabetes mellitus (DM) is a chronic metabolic disease, result-
ing from progressive defects in insulin secretion and/or peripheral
insulin resistance. The prevalence of poorly controlled diabetes
remains a growing challenge, and is associated with micro- and
macro-vascular alterations that may lead to severe complications
and the development of co-morbidities. Thus, DM is considered a
public health problem [ 1]. Even with advances in therapeutic inter-
ventions and lifestyle changes, the number of patients that cannot
maintain glycemic control remains large [2].

In spite of controversies [3], chromium (Cr) supplementation
has been studied as a co-adjuvant diabetes therapy, due to its role
in glucose/insulin metabolism [4]. Chromium may enhance insulin
sensitivity by activating intracellular signaling pathways involved
in glucose transporter 4 (GLUT4) translocation, consequently
increasing glucose and amino acids transport [5,6]. Furthermore,
Crinterferes with cholesterol metabolism, most likely by inhibiting
the hepatic enzyme 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA reductase
[7]. Additionally, data suggests that patients with type 2 diabetes
mellitus (T2DM) exhibited alterations in Cr metabolism, most likely
due to increased Cr excretion as a result of glucose/insulin homeo-
stasis imbalance [6,8,9].

Based on these data, administration of Cr as a supplement could
improve glycemic parameters in patients with T2DM. Although the
World Health Organization (WHO) [10] reported that doses from
125 to 200 pg/d might improve glucose and lipid control, Anderson
[8] found that patients with T2DM showed a better response when
receiving 400-600 g Cr/d.

Thus, the present study investigated the effect of oral Cr picol-
inate (CrPic) supplementation (600 wg/d) in patients with poorly
controlled T2DM (hemoglobin Alc [HbAlc] > 7%).

2. Subjects and methods
2.1. Study population

Seventy-one patients participated in this study (Brazilian Clin-
ical Trials Registry — ReBEC, Universal Trial Number 79nxr8). All
participants (male and female) were adults diagnosed with T2DM,
at the Clinical Endocrinology and Metabolic Diseases at University
Hospital Onofre Lopes (HUOL), Federal University of Rio Grande do
Norte (UFRN), Natal-RN, Brazil.

Inclusion criteria were: T2DM diagnosis (according to Ameri-
can Diabetes Association,2011)[11], hemoglobin Alc (HbA1c) > 7%
(characterization of poorly controlled diabetes, according to the
goals for good glycemic control suggested by the ADA) [11], age
from 30 to 70 years, and no use of Cr supplements within the 4
months prior to the study. Exclusion criteria included: patients with
T2DM undergoing insulin treatment; type 1 DM (T1DM) diagnosis;
pregnant or lactating women; diagnosis of anemia, nephropa-
thy, cancer, steatohepatitis, infection, or other endocrinopathies
(Cushing’s syndrome, acromegaly, active hyperthyroidism and
hypothyroidism); and patients undergoing corticosteroid therapy.

Approval from the Research Ethics Committee at University
Hospital Onofre Lopes (HUOL) (Protocol number: 507/10) was
obtained prior to the study. After being informed about the aims

and procedures of the study, all the participants provided written
informed consent.

2.2. Study design

The study was a single blind, controlled, and randomized clini-
cal trial. Sample size was calculated considering the difference to be
detected in triglycerides (2 mg/dL), the parameter that presented
the lower difference between the groups, with a standard deviation
difference of 3 mg/dL. The power of the test was 80% and the signif-
icance level was 5%. Thus, at least a total of 70 patients should have
been enrolled (distributed in 2 groups: supplemented and control)
[12].

Oral anti-diabetic drugs (OADs) were administered during the
supplemention period. The enrollment and procedures occurred
from November 2011 to May 2013.

Selections using the medical records for patients scheduled that
day were performed to evaluate the inclusion and exclusion cri-
teria. If they met the criteria, clinical and nutritional evaluations,
as well as blood analyses, were performed. The patients returned
to the clinic for the analysis of the results and, if they met all the
research protocol requirements, they were included in the study.

Next, randomization was performed. Each patient chose an
unidentified envelope containing the type of treatment, placebo
or CrPic. The patient received a bottle with the number of capsules
required for the first 30 days of treatment (60 capsules/bottle), and
a dietary plan (individually calculated, according to ADA (2011)
[11] recommendations). The patients returned to the clinic after
30, 60, and 90 days for evaluation of possible treatment adverse
effects and to receive another bottle of supplement or placebo in
each time point (each patient received 4 bottles of capsules and took
a total of 240 capsules at the end of the 120 days). In the case of any
complications, a new clinical evaluation by an endocrinologist was
performed. After 120 days of treatment, another nutritional evalua-
tion and a blood collection was performed to determine laboratory
parameters.

2.3. Nutritional supplementation

The CrPic supplement and placebo capsules were manufactured
atthe pharmacy Companhia da Formula (Natal-RN, Brazil). Each cap-
sule consumed by the supplemented group contained 300 g CrPic
(HarikaDrugs, Telangana, India, lot CHP/004/08/2015) and 120 mg
excipient (90mg lactose [Galena Quimica Farmacéutica Ltda.,
Campinas-SP, Brazil]; 23.5 mg microcrystalline cellulose [Pharma
Nostra Comercial Ltda., Rio de Janeiro-RJ, Brazil]; 1.2 mg aerosil
[Gemini Indistria de Insumos Farmacéuticos Ltda., Anapolis-GO,
Brazil]; and 0.5 magnesium stearate [SM Empreendimentos Far-
macéuticos, Sdo Paulo-SP, Brazil]). The capsules consumed by the
control group contained 120 mg of the excipient. Both treatment
capsules were identical in color, size, and shape.

The patients received a bottle with 60 capsules, a quantity suf-
ficient for 30 days of treatment, and were directed to take one
capsule twice a day, one after breakfast and another after dinner,
for a total 600 g CrPic/day. This dosage was established according
to the literature that revealed doses up 1000 g CrPic/day have no
negative effects on patients [ 13]. Moreover, a pilot study with a dif-
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Fig. 1. Patients flow chart.

ferent group of patients was also performed (data not shown) for 3
months with 200 and 400 g of CrPic/day. As treatment with 400 pg
CrPic/day had better effects when compared to the control, how-
ever without statistical difference, a dosage of 600 g CrPic/day was
established and the treatment time was lengthened to 4 months.

2.4. Laboratory parameters

Blood samples (20 mL) were obtained after a 12 h fasting by vac-
uum venipuncture. Samples were collected at the firstappointment
and after 120 days of treatment.

Fasting and postprandial glycemia were evaluated by the
hexokinase/glucose-6-phosphate dehydrogenase method; HbA1lc
by a photometry-immunoturbidimetry system; total cholesterol by
an enzymatic method, high density lipoprotein cholesterol (HDL-c)
by the detergent accelerator selective method; low density lipopro-
tein cholesterol (LDL-c) by the Friedewald formula (LDL=total
cholesterol — (HDL-c - triglycerides/5); and triglycerides by the
glycerol phosphatase oxidase method. All the measurements were
performed using ARCHITECT/AEROSET 68.000-Clinical Chemistry
equipment, (ABBOTT, Chicago-IL, USA) and ABBOTT reagents.
Serum ferritin was determined by a chemiluminescence method
using ARCHITECT i2000SR equipment (ABBOTT), using ABBOTT
reagents. All measurements were performed in the Clinical Analy-
ses Laboratory at HUOL (Natal-RN, Brazil).

Serum chromium was measured by inductively coupled plasma
mass spectrometry (ICP/MS) using AGILENT 7700 series equipment
(Santa Clara, CA, USA). These analyses were performed in the Sergio
Franco Laboratory (Rio de Janeiro - R], Brazil).

2.5. Nutritional evaluation

Nutritional status was classified according to the WHO (2004)
[14], using the body mass index (BMI) values, which were calcu-
lated using the formula: weight in kg/(height in cm)2. In order to
assess the dietary intake, the 24 h-recall method was used. Before
the supplementation one recall was performed and to evaluate the
patients after supplementation, the adjusted average of 3 recalls
was calculated, according to the recommendations [15]. The diets
were analyzed using the Dietwin software® [16]. The food chemical
composition was obtained according to the Brazilian [17,18] and
American [19] tables, and according to the Dietwin software® [16].
Chromium intake was evaluated as dietary reference intakes (DRI)
[20].

2.6. Statistical analysis

Data was analyzed using SPSS software, v. 19 (IBM, Armonk,
NY, USA). For descriptive statistics, nominal variables are pre-
sented as absolute frequencies and interval variables as median
and interquartile range.

The Shapiro-Wilk test was performed to evaluate the nor-
mality of the distributions [21]. Since the distributions were
not normal, nonparametric tests were used throughout. The
Wilcoxon signed rank test was used before and after treatment
for intra group comparisons. To evaluate the treatment effect,
the differences between the control and supplemented groups
with respect to the change from baseline of the study vari-
ables was tested by the Wilcoxon Mann-Whitney rank sum test.
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Table 1
General characteristics of control and supplemented groups before the intervention.
Variable Control Supplemented Total p-Value
(n=32) (n=39) (n=71)
Age (years) 51.9+7.6 559+9.1 541+8.6 NS
BMI (kg/m?) 31.1+6.1 322473 31.7+6.8 NS
Gender (n)
Male 13 12 25 NS
Female 19 27 46
Time of disease (n)
<5 years 23 20 43 NS
5-10 years 5 7 12
>10 years 3 10 13
Did not know 1 2 3
Anti-diabetic drugs therapy (n)
Biguanides 8 9 17 NS
Sulfonylureas 3 1 4
Biguanides + sulfonylureas 20 26 46
Other OAD 1 2 3
No OAD 0 1 1
Dyslipidemia (n)
Diagnosis 17 30 47 NS
Treatment 16 24 40 NS
Life habits (n)
Alcohol intake 3 3 6 NS
Smoking 1 1 2 NS
Physical activity 15 14 29 NS

Results are shown as mean =+ standard deviation for age and BMI. Other results are expressed as number of subjects (n). Mann-Whitney (age and BMI) and Fisher exact
(categorical variables) tests were used. Significance level adopted was p <0.05. NS: not significant; BMI: body mass index; OAD: oral anti-diabetic drugs.

Differences with a p-value <0.05 were considered statistically sig-
nificant.

3. Results

From the 189 pre-selected patients, 91 were randomized and
71 completed the study (Fig. 1). Most of the subjects included in
the study had T2DM for a maximum of 5 years (60.6%), used 2
OADs (64.8%), presented with dyslipidemia (66.2%), did not smoke
(97.2%), did not consume alcoholic beverages (91.5%), and were not
physically active (59.2%) (Table 1).

In Table 2, the results of the intervention on laboratory parame-
ters are shown according to group. Statistical differences (p <0.05,
post- vs. pre-treatment, in each group) were found in fasting and
postprandial glycemia, suggesting that CrPic has a positive effect on
glycemic control. HbA1c was significantly reduced in both the con-
trol and the supplemented groups (p <0.001). The HbA1c reduction
in the supplemented group was significantly greater, compared to
that in the control group (p <0.05). Furthermore, 15 of 39 patients
in the supplemented group reduced their OAD intake, 5 subjects
required increased OAD doses, and 19 were unchanged. Among the
32 participants in the control group, 8 required an increase in OAD
dose to maintain glucose control and 24 remained unchanged, with
no reductions.

CrPic had no effect on the lipid profile. Although total choles-
terol, HDL-c, and LDL-c levels were different before and after
intervention in the control group, no significant difference was
found when comparing the control and supplemented groups
(Table 2).

Among all patients, 33.8% (n=24) presented with hyperfer-
ritinemia. Of these patients, 41.7% (n=10) were in the control group
and 58.3% (n=14) were in the supplemented group. Although a
reduction (p<0.05) in serum ferritin was found after supplemen-
tation, no difference was observed when comparing the groups
(Table 2).

Overall, CrPic supplementation was well tolerated, with no
major adverse effects. Moreover, serum Cr concentrations were sig-

nificantly increased in the Supplemented group when compared
to the control group at the end of the intervention. Furthermore,
Cr was increased when comparing patients in the supplemented
group before and after treatment.

Before supplementation, nearly half of all subjects (n=32) pre-
sented with Cr intake lower than that recommended by the DRI
[20]. After supplementation, approximately one-third (n=26) had
lower chromium dietetic intake than recommended, although the
difference was not significant, either between before and after
invention, or between supplemented and control subjects.

4. Discussion and conclusion

In the present study, a significant reduction (p <0.01) in fasting
and postprandial glucose was observed in the patients adminis-
tered 600 pg CrPic/day over 4 months.

Hyperglycemia, especially postprandial hyperglycemia, has a
direct and toxic effect on the vascular epithelium [22]. Evidences
indicate that high glucose levels (2 h after food intake) are corre-
lated with increased risk of cardiovascular diseases in populations
with DM [23]. Besides improving glycemic control, the reduction of
postprandial glycemia, shown in this study using CrPic can decrease
the risk of cardiovascular disease, a frequent complication in poorly
controlled DM patients.

Another important finding was the significant reduction
(p<0.01) in HbA1c in all tested subjects. HbAlc is an important
parameter used to evaluate long-term glycemic control. A higher
HbAT1c indicates a higher risk of developing complications, includ-
ing renal disease, neuropathy, and cardiovascular disorder [24,25].
The diminished HbA1c values in both groups were probably due to
continued administration of anti-hyperglycemic agents and nutri-
tional guidance in patients from both groups, which may have
improved carbohydrate metabolism. However, when comparing
the changes from baseline HbA1c values, the change was greater
in the supplemented group than in the control group (—1.90% vs
—1.00%; p<0.05).
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Table 2

Biochemical parameters and chromium intake, before and after treatment of control and supplemented groups.

Variables Control (n=32) Supplemented (n=39) Change from baseline
Baseline Final p-Value Baseline Final p-Value Control Supplemented  p-Value
Fasting glucose 163.5(68.9) 145.0 (101.0) NS 177.0 (48.5) 146.0 (50.0) <0.001 —14.0(54.0) -31.0(44.0) 0.022
(mg/dL)
Postprandial glucose 260.0 (143.5) 221.5(163.0) NS 263.0(159.5) 212.0(116.0) 0.001 -11.5(92.3) -37.0(12.0) 0.039
(mg/dL)
HbA1lc (%) 8.15(1.65) 7.35(1.93) <0.001 8.50(2.55) 6.80 0.001 -1.00(2.20) —1.90(2.10) 0.015
(1.52)
Total cholesterol 192.5 (64.2) 179.5 (57.5) 0.006  197.0 183.0 NS -105(37.0) —14.0(54.0) NS
(mg/dL) (57.0) (57.5)
HDL-c (mg/dL) 46.0 (14.0) 41.0(15.5) 0.018 52.0(13.5) 45.0 0.001 —-3.00(10.0) -6.00(15.0) NS
(11.0)
LDL-c (mg/dL) 110.0 (46.6) 89.0(52.3) 0.021 105.5 102.5 NS ~12.6(532) —5.00(56.1) NS
(47.7) (48.7)
Triglycerides (mg/dL) 178.0(83.0) 163.5(101.2) NS 180.0 166.0 NS —-3.50(77.8) —4.00(71.0) NS
(94.5) (84.0)
Ferritin (ng/mL) 161.0 (208.1) 152.0 (188.3) NS 1393 131.0 0.011 —5.99 (41.1) -11.75(59.3) NS
(192.3) (181.7)
Serum chromium (j.g/dL) 0.53(0.18) 0.48 (0.10) NS 0.49(0.11) 0.74 <0.001 0.48(0.10)  0.74(0.19) <0.001
(0.20)
Chromium dietetic intake 36.0(51.7) 25.5(37.0) NS 32.8(19.9) 293 NS -1.06(359) -0.74 NS
(pg/day) (20.6) (38.2)

Results are shown as median (interquartile range). Wilcoxon test was used to evaluate the differences in each group before and after the treatment. Mann-Whitney test was
used to compare both groups after treatment. Significant p-values (<0.05) are shown in bold. NS:not significant; HbAlc: hemoglobin Alc; HDL-c: high-density lipoprotein,

LDL-c: low-density lipoprotein.

Our results are similar to those found by Anderson et al.
[13], which demonstrated a significant reduction in fasting and
postprandial glycemia, and HbA1c values in patients with T2DM
with poor glycemic control (HbA1C: 8-12%), supplemented with
1000 pg CrPic/day, a greater dose than used in our study, after 2
and 4 months of treatment. However, those patients [ 13] presented
with lower BMI (24.8-25 kg/m?) than the patients from the present
study. Moreover, none of the patients evaluated in the present
study used traditional Chinese medicines, which differed from the
Anderson et al.’s study [13], and may have influenced the results.

In their study, evaluating patients with T2DM, Martin et al. [26]
also showed significant reductions in HbAlc and fasting glucose
values after 6 months folllowing supplementation with 1000 pg
CrPic and sulfonylurea, as compared to patients treated with sul-
fonylurea alone.

However, a different study [27] that evaluated treatment with
600 g CrPic associated with biotin over 30 days in patients with
poorly controlled T2DM showed a beneficial effect only when
measuring postprandial glycemia within 30 min of the oral glu-
cose tolerance test. Furthermore, another study [28] testing the
same association (600 g of CrPic and biotin) over 90 days found
a significant reduction in fasting glycemia and HbA1lc in patients
with T2DM, overweight, obesity, and poor glycemic control. Recent
studies [29-31], using other forms of oral Cr supplementation,
such as Cr yeast, also showed diminished fasting glycemia and
HbA1c values. Thus, the reduction observed after co-treatment
with ADOs and CrPic is probably due to improved glycemic con-
trol, as evidenced in other studies and described in a review paper
[32].

Several possibilities are being studied in order to explain the role
of Cr in glucose/insulin metabolism. The most promising possibil-
ity is the role of Cr in glucose transporters, like GLUT-4. Although
the mechanisms of Cr action are unclear, it seems to stimulate
the activity of insulin receptor kinases in the plasma membrane,
triggering a signaling pathway that culminates in GLUT4 translo-
cation and insulin signaling amplification [5,6]. Besides its role in
enhancing receptor phosphorylation, Cr may also enhance insulin
receptor mRNA synthesis and increase the synthesis of insulin-
like growth factor receptors, which are able to functionally replace
failing insulin receptors [33].

In addition to its role in glucose metabolism, it has been shown
[29,34] that Cr supplementation could improve the lipid profile,
primarily in relation to triglycerides. However, in spite of better
glycemic control in the present study, we did not observe differ-
ences in the total cholesterol, HDL-c, LDL-c, and triglyceride levels
after CrPic treatment as compared to the control. These results are
similar to other studies, which evaluated the effect of Cr supple-
mentation on lipid profile [35-37].

The results of the lipid profile evaluation may be in part
explained by the fact that not all of the patients presented with
dyslipidemia (33.8%), as suggested by Albarracin et al. [28]. Another
possible confounding factor was lipid-lowering drug treatments.
Although the supplemented group had a larger number of patients
with dyslipidemia, only 80% of the patients in this group used lipid-
lowering drugs, whereas 94.1% of the patients from the control
group used the same drug class. Thus, further studies testing dif-
ferent doses and time periods are necessary to better evaluate the
effect of Cr supplementation on lipid metabolism in patients with
DM.

In spite of dietary counseling, a large percentage of patients
(36.6%) had Cr intake levels lower than recommended [20]. These
results are in accordance with the literature [38], which describes
the difficulties in achieving the dietary Cr intake goals, particularly
due to the predominance of processed food in the diet and, vari-
ations in the bioavailability of this nutrient. Therefore, increased
plasma chromium in the supplemented group was likely due to
supplement consumption, and not to the increased dietary intake.

A significant reduction (p <0.05) in serum ferritin was observed
in the supplemented group; however, there was no difference in
this parameter when comparing both groups. Although it is not pos-
sible to draw any conclusions regarding these findings, as no other
iron-related parameters were evaluated, further investigations are
necessary to evaluate the influence of Cr on iron metabolism.

Serum ferritin is commonly used as a marker of iron stores, and a
negative correlation between serum ferritin and insulin sensitivity
has been reported [39]. Further, patients with DM are more prone
to high concentrations of ferritin compared to patients without DM
[39,40]. This can be explained by the fact that iron metabolism is
bidirectional, i.e., as iron affects glucose metabolism and glucose
metabolism may also influence iron metabolism [41]. In addition,
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iron stores may interfere with hepatic insulin extraction, leading to
peripheral hyperinsulinemia [39]. Furthermore, data suggests that
iron may catalyze the formation of reactive oxygen species, altering
insulin sensitivity to its receptor and providing a pro-inflammatory
state [42].

Evidence regarding the adverse effects of CrPic supplementation
on iron status in humans is still contradictory [43,44], sometimes
showing a reduction in the mineral status, mainly due to decreased
serum ferritin [45]. This is likely due to competition between Cr
and iron for the same binding site in transferrin, interfering in its
transport and use [43].

Thus, our results indicate that CrPic has a beneficial effect on
glycemic control in patients with poorly controlled T2DM. Thus,
CrPic may be a promising possibility for co-adjuvant therapy in
T2DM. Nevertheless, CrPic did not influence the lipid profile. In
addition, although no major adverse events were observed, further
studies are necessary to investigate the effect of Cr supplemen-
tation after long-term administration, particularly regarding iron
metabolism. The study of the multi-element profiles, including
major and trace element concentrations, in different biologi-
cal matrices, could provide additional evidence for the role of
chromium in human T2DM.
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CHROMIUM PICOLINATE EFFECTS ON ANTHROPOMETRIC
PARAMETERS AND ANTIOXIDANT PROFILE IN PATIENTS WITH TYPE 2
DIABETES MELLITUS

The present study aimed to evaluate the effect of Chromium picolinate (PicCr)
supplementation on anthropometric parameters and antioxidant profile in patients with
Type 2 diabetes mellitus (T2DM). A placebo-controlled, randomized and single blind
trial was performed with 71 patients with T2DM and poor glycemic control
(Hemoglobin Alc > 7%), of both sexes, divided in 2 groups: control (n = 32) and
supplemented (n = 39, receiving 600 pg/day of CrPic), during 4 months. Waist
circumference (WC), conicity index (Cl), bone mass index (BMI) and antioxidant
profile — reduced glutathione (GSH), superoxide dismutase (SOD) and glutathione
peroxidase (GPx) — parameters were evaluated. All the patients received nutritional
counseling and kept using the prescribed drugs. Wilcoxon and Mann-Whitney tests
were used to evaluate the data. A significance level of p < 0.05 was adopted. CrPic
supplementation reduced significantly CC (p = 0.037) and CI (p = 0.016) parameters.
No difference was found in the antioxidant enzymes activity and GSH content when
comparing both groups. CrPic had a benefic effect on central obesity parameters in
patients with T2DM. However, did not affect the antioxidant profile parameters
evaluated.

Keywords: Type 2 Diabetes mellitus, total antioxidant status, chromium, visceral
obesity

Study Registry number: 79nxr8 (Brazilian Clinical Trials Registry — ReBEC:
www.ensaiosclinicos.gov.br)

ABBREVIATIONS:

ACC1 (Acetyl CoA Carboxylase 1); ADA (American Diabetes Association); BMI
(Body Mass Index); CI (Conicity Index); CrPic (Chromium picolinate); GPx
(Glutathione Peroxidase); GSH (Reduced Glutathione); HbAlc (Glycated hemoglobin
Alc); HUOL (University Hospital Onofre Lopes); OADs (Oral anti-diabetic drugs);
SOD (Superoxide Dismutase); TIDM (Type 1 Diabetes Mellitus); T2DM (Type 2
Diabetes Mellitus); UFRN (Federal University of Rio Grande do Norte); WC (Waist
circumference).
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INTRODUCTION

Chromium (Cr) is a trace element essential to mammals, whose deficiency has
been associated to insulin sensitivity alterations similar to those found in central obesity,
and to an increased risk of glucose intolerance and Type 2 diabetes mellitus (T2DM)
development (1).

Recently Cr importance to obese and elderly patients has been investigated, since
these groups of patients are prone to present reduced serum levels of this mineral (1).
Another pathophysiologic aspect in common in these two groups of patients is the
increased generation of free radicals (2).

In this perspective, the effect of Cr supplementation in patients with diabetes,
regarding central and total obesity parameters (3,4) and oxidative stress (5) has been
investigated, however, the results remain inconclusive.

Thus, the present study aimed to investigate the effect of chromium picolinate
(CrPic) supplementation on obesity and antioxidant profile parameters in patients with

poorly controlled T2DM.

SUBJECTS AND METHODS

This is a placebo-controlled, randomized and single blind clinical trial, including
both sexes individuals, adults or elderly, with T2DM diagnosis who attended the
Clinical Endocrinology and Metabolic Diseases Clinics at University Hospital Onofre
Lopes (HUOL), in Natal-RN, Brazil.

The study was performed from November 2011 to May 2013, was approved by
the Ethics in Research Committee of HUOL (Protocol number 507/10) and all the

participants given their written informed consent to participate.
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Inclusion criteria were: T2DM diagnosis (according to the American Diabetes
Society criteria in 2011) (6), hemoglobin Alc (HbAlc) > 7%, and no use of vitamin and
minerals within the 4 months prior to the study. Exclusion criteria were: insulin
treatment, pregnant or lactating women, patients undergoing corticosteroid therapy; and
diagnosis of anemia, nephropathy, cancer, non-alcoholic steatohepatitis, infection, or
other endocrinopathies (Cushing’s syndrome, acromegaly, active hyperthyroidism and
hypothyroidism).

After an initial evaluation, by medical records analyses, the patients were
submitted to a clinical, laboratory and nutritional evaluation. If they fulfilled all the
protocol criteria they were included in the study, being randomly allocated in one of the
study groups (Control or Supplemented).

The patients returned to the clinic 30, 60, 90 and 120 days after the beginning of
the intervention for evaluation of possible treatment side effects and to receive another
bottle of supplement or placebo. After 120 days of treatment, a new evaluation of the
anthropometric and laboratory parameters was performed. All the patients kept taking
their prescribed drugs, including oral anti-diabetic drugs (OADs). They also received
nutritional counseling and a dietary plan calculated according to ADA (6)
recommendations during the entire study period.

The capsules of supplement or placebo, same color and size, were manufactured
at the pharmacy “Companhia da Formula” (Natal-RN, Brazil). Each capsule of
supplement contained 300ug of CrPic (Harika Drugs, Telengana, India) and 120 mg
excipient (magnesium stearate [SM Empreendimentos Farmacéuticos, S&o Paulo,
Brazil], aerosil [Gemini Industria de Insumos Farmacéuticos Ltda., Anépolis, Brazil],
microcrystalline cellulose [Pharma Nostra Comercial Ltda., Rio de Janeiro, Brazil] and

lactose [Galena Quimica Farmacéutica Ltda., Campinas, Brazil]). The patients from
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control group received placebo capsules, containing only 120mg of the previously
described excipient.

The patients were directed to take one capsule twice a day, after breakfast and
after dinner, for a total 600ug CrPic/day. Anthropometric and laboratory parameters
were evaluated before and after 120 days of treatment.

Central obesity was evaluated by bone mass index (BMI), calculated using the
formula: body weight in kg/(height in cm)? obtained according to World Health
Organization (WHO) (7). Body weight was measured in electronic platform scale,
maximum capacity 200kg. Height was verified using stadiometer connected to scale,
with capacity to 2m and 0.5cm interval.

Waist circumference (WC) and conicity index (CI) were used to evaluate central
obesity (8). WC was measured in the medium point between the last rib and the iliac
crest (9). The measurement was performed during expiration, using an inextensible tape
measure with 200 cm and scale interval of 0.1cm. The CI was calculated according to
the formula: CI = waist circumference (m)/0.109 x (Vbody weight (kg)/height (m)) (8).

To evaluate the antioxidant profile 20 mL of blood were collected by venous
punction after 10 to 12 fasting. GSH content was measured in total blood, according to
Beutler, Durom, Kelly (10). Superoxide dismutase (SOD) activity and glutathione
peroxidase activities were measured in erythrocytes using Ransod® (RANDOX
Laboratory, Country Antrim, UK) and Ransel® (RANDOX Laboratory) commercial
kits, respectively. All the analyses were performed in the Multidisciplinary Laboratory
of the Pharmacy College (UFRN). The spectrophotometer Shimadzu 1650-PC (Tokyo,
Japan) was used for quantification. GSH results were expressed in mmol/L; and SOD

and GPx in U/mg of Hb.
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To more details of the methodology and complimentary results of this study,
consult Paiva et al. (11).

Statistical analyses were performed in SPSS software, v. 19 (IBM, Armonk, NY,
USA). Quantitative variables were expressed in frequency and percentage, and the
quantitative ones in median (lower quartile-upper quartile). Since the studied variables
did not present normal distribution, non-parametric Wilcoxon test for paired samples
was used to evaluate the effect of the intervention inside each group (control and
supplemented). To compare the groups, Mann-Whitney test for independent samples

was used. Significance level of p < 0.05 was adopted.

RESULTS

From the 189 patients initially selected through medical records analyses, 91
were randomized after laboratory and clinical evaluation, and 71 completed the study.

Table 1 shows the general characteristics of control and supplemented groups.
Most of the patients (60.6%) had up to 5 years of T2DM diagnosis and used 2 OADs
(64.8%). Regarding life style, 2.8% of the patients smoked, and 8.5% related alcoholic
beverages consumption and most of them (40.8%) referred not doing any physical
activity.

As presented in Table 1, significant reductions (p < 0.05) in BMI, WC and ClI
were found in the group that received CrPic supplementation, however, when
comparing the changes from baseline no difference was found for BMI between the
groups.

Considering the antioxidant profile, reduced values of GPx in Control group, as

well as, reduced activity of SOD in both Control and Supplemented groups were found.
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However, no significant difference was found when comparing the changes from the

baseline of the groups (Table 2).

DISCUSSION

In the present study, after 4 months of supplementation with 600ug of CrPic,
significant reductions (p < 0.05) in the central obesity related parameters (WC and CI)
were found, without alterations in the BMI.

Other authors have found conflicting results about the Cr supplementation effect
in obesity related parameters (4, 12, 13), despite the suggestion of a positive relation of
Cr with fat reduction in animals and human (14, 15).

One of the suggested hypothesis to explain these findings concerns the action of
this mineral in glucose/insulin metabolism, probably stimulating the plasmatic
membrane insulin receptor activity (1), which would lead to a higher efficiency in
glucose use as energy source, besides a reduction in food craving (16).

Another possible explanation for Cr effect in body fat regards the down
regulation of ACC1, the gene encoding the Acetyl CoA Carboxylase 1 enzyme, in
lipogenic tissues. Thus, Cr would act inhibiting the expression of genes and/or enzymes
related to lipogenesis, and increasing the activity of enzymes or the expression of genes
involved in lipolysis (15).

Furthermore, this reduction in central obesity in patients with diabetes is
particularly important once it is related to an improved glycemic control and a reduced
metabolic risk (17).

At the end of the supplementation period it was also observed a reduction in SOD

activity, in both Control and Supplemented groups, and a reduction in GPx activity in
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Control group. However, when comparing the changes from baseline of the groups, no
difference was found.

Other studies also point inconclusive results about the effect of Cr
supplementation in the antioxidant profile (5, 18, 19).

Due to the chronicity of endogenous signaling pathways activation, the pattern of
presentation of the antioxidant profile in patients with diabetes is still not well
established, so interpreting these parameters requires caution (20). Another limitation to
the evaluation of the results of the antioxidant profile was the lack of evaluation of a
free radicals generation parameter.

Thus our results indicate a benefic effect of CrPic supplementation on central
obesity parameters of patients with T2DM and poor glycemic control. Moreover, they
point the need of more studies to comprehend this supplementation impact in these

patients’ antioxidant profile.
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6 COMENTARIOS, CRITICAS E CONCLUSOES

O projeto inicial, intitulado "Efeito da suplementacdo de picolinato de
cromo sobre a glicemia de individuos com diabetes tipo 2" teve como objetivo
principal determinar o efeito da suplementacdo de PicCr nas concentracfes
glicémicas e lipidémicas em pacientes diabéticos tipo2 com mau controle
glicémico. O estudo foi delineado como um ensaio clinico, aleatério, controlado
e randomizado cruzado (cross over) e unicego, porém, em virtude da néo
realizacdo do tempo de intervalo (wash-out) entre as etapas de suplementacéo,
o desenho foi modificado para um ensaio clinico, controlado, randomizado e

unicego.

Uma das principais dificuldades no desenvolvimento da pesquisa foi em
relacdo aos recursos financeiros. O projeto foi submetido ao edital Universal
14/2012-faixa B, mas n&o foi aprovado. Para conseguir realizar todas as
andlises previstas, bem como a suplementacdo com cromo, foi necessario
estabelecer-se uma série de parcerias, com uma instituicdo publica (Hospital
Universitario Onofre Lopes) e instituicdes privadas (por exemplo, Farmacia de
Manipulacdo Companhia da Formula e DietWin Software de Nutricdo), a fim de
se conseguirem 0s iNSUMOS € 0S servicos necessarios. Também foi necessaria
a colaboracdo de outros projetos desenvolvidos no Laboratério Multidisciplinar
da Poés-Graduacdo (Labmult) que contavam com financiamento,
particularmente no tocante a reagentes e insumos para as dosagens
relacionadas ao status de defesa antioxidante.

Dentre as limitagBes identificadas, esta a ndo avaliacdo da peroxidacao
lipidica, através da producdo de malonildialdeido (MDA), que permitiria a
avaliacdo de um dos biomarcadores do estresse oxidativo, 0 que se constituiu
em uma lacuna do estudo, pois a comercializacdo do reagente utilizado para
avaliar esse marcador esta proibida no pais. Outra limitacdo que ocorreu
relaciona-se ao tamanho amostral. Apesar de ter sido cumprida a meta
estabelecida, durante as andlises foi verificada a necessidade de um numero
maior de pacientes para poder melhor avaliar-se o efeito do cromo em relacdo
ao perfil lipidémico.

No entanto, apesar dessas dificuldades, os resultados encontrados
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foram de grande valia para melhor esclarecerem-se o0s efeitos da
suplementacao de cromo em pacientes diabéticos. A utilizacdo desse nutriente
ndo é consensual até o momento e necessita de mais dados para ser
implementada na pratica clinica de forma rotineira.

Assim, esta pesquisa contribui com subsidios para auxiliar, no
esclarecimento de tal questdo, que perpassa 0s campos da nutricdo, de
bioquimica e de medicina. Ademais, dada a grande prevaléncia mundial do
diabetes mellitus tipo 2, é de grande relevancia a investigacao de préticas que
possibilitam melhor controle glicEmico do diabético e, consequentemente,
melhora de sua qualidade de vida.

A execucéo deste trabalho permitiu o aprofundamento e a ampliacéo dos
estudos em uma tematica na qual a pesquisadora é interessada desde o curso
de mestrado e que perpassa sua atuacao profissional como nutricionista. No
transcorrer desse processo, foi desenvolvida uma série de habilidades em
relagdo ao conhecimento e a execucdo de técnicas de laboratorio necessérias
para a realizacdo das andlises, além da aquisicdo de muitos conhecimentos
imprescindiveis ao desenvolvimento de trabalhos cientificos, adquiridos em
disciplinas como Bioestatistica, Redacao de Trabalho Cientifico e Bioética.

As metas de investigacdo do impacto da suplementacdo de cromo em
diabéticos, no controle glicémico, foram alcancadas devido ao
comprometimento e a dedicacdo da equipe envolvida no projeto. Como
perspectiva futura, esta a realizacdo de trabalhos visando esclarecer melhor o
efeito dessa suplementacéo tanto no perfil lipidémico quanto no metabolismo
do ferro. Quando da investigagcdo em curso, foi detectada uma reducdo nas
concentracdes de ferritina sérica dos pacientes suplementados, o que suscitou
uma inquietacdo sobre possiveis implicagcbes do cromo sobre parédmetros
relativos ao status do ferro no organismo.

Outra perspectiva futura €é a implementacdo, em uma equipe
multidisciplinar, de atividades de educagdo nutricional para pacientes
diabéticos, no Departamento de Assisténcia ao Servidor da Universidade
Federal do Rio Grande do Norte e no Nucleo de Assisténcia a Saude do
Trabalhador do Hospital Monsenhor Walfredo Gurgel, instituicbes das quais a
pesquisa faz parte e onde ja desenvolve trabalhos de pesquisa e de extenséo.

Concomitante as atividades de pesquisa, foi realizado um projeto de
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extensdo intitulado "Terapia Nutricional em pacientes diabéticos tipo 2", no
periodo 2011 a 2014, no qual foram orientados oito alunos de graduag&o. Do
final do trabalho, até o momento, a pesquisa gerou dois artigos: um ja
submetido ao Journal of Trace Elements in Medicine and Biologye outro ao
Journal of Clinical Biochemistry and Nutrition, ainda em fase de elaboracéao.
Esta producao técnico-cientifica gerada pelo projeto de pesquisa € detalhada a

sequir.

- Artigo publicado

"BENEFICIAL EFFECTS OF ORAL CHROMIUM PICOLINATE
SUPPLEMENTATION ON GLYCEMIC CONTROL IN PATIENTS WITH TYPE 2
DIABETES: A RANDOMIZED CLINICAL STUDY", publicado no Journal of
Trace Elements in Medicine and Biology.

-Artigo em fase de elaboragéo

O artigo "CHROMIUM PICOLINATE EFFECTS ON ANTHROPOMETRIC
PARAMETERS AND ANTIOXIDANT PROFILE IN PATIENTS WITH TYPE 2
DIABETES MELLITUS” esta em fase final de formatagcdo e sera submetido
para publicacdo no periédico International Journal of Obesity, que possui fator
de impacto 5.004, e Qualis A1 da CAPES para area de Medicina Il.

- Orientacdes académicas de natureza diversa

ANDRESSA NAZARO LUCENA DE MELO- BOLSISTA Terapia

Nutricional em Pacientes Diabéticos Tipo 2 (Orientadora)- 2011

ANDRESSA SOARES DE BATISTA ARAUJO - BOLSISTA Terapia
Nutricional em Pacientes Diabéticos Tipo 2 (Orientadora) — 2014.

AMANDA BARBARA RODRIGUES AVELINO — BOLSISTA Terapia
Nutricional em Pacientes Diabéticos Tipo 2 (Orientadora) — 2013, 2014

CLESIA JORDANIA NUNES DA COSTA — VOLUNTARIO Terapia

Nutricional em Pacientes Diabéticos Tipo 2 (Orientadora) — 2014
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DENISE GAMA JARDIM DE SA- BOLSISTA Terapia Nutricional em
Pacientes Diabéticos Tipo 2 (Orientadora) — 2013, 2014

HEVERTON ARAUJO DE OLIVEIRA FIGUEIREDO - VOLUNTARIO
Terapia Nutricional em Pacientes Diabéticos Tipo 2 (Orientadora) —
2012, 2013, 2014;

KAYO EMMANUELL BRANDAO NELSON GABRIEL — BOLSISTA -

Terapia Nutricional em Pacientes Diabéticos Tipo 2(Orientadora) — 2011

KARINA ZAIRA SILVA MARINHO BOLSISTA- VOLUNTARIA Terapia
Nutricional em Pacientes Diabéticos Tipo 2 (Orientadora) — 2012, 2013

LAISE MOTA BARACHO — BOLSISTA Terapia Nutricional em Pacientes
Diabéticos Tipo 2 (Orientadora) — 2014

NINIVE RAYANE DE MEDEIROS ALVES - VOLUNTARIA Terapia
Nutricional em Pacientes Diabéticos Tipo 2 (Orientadora) — 2012, 2013

RAIANA LOURENCO DE ANDRADE - VOLUNTARIO. Terapia
Nutricional em Pacientes Diabéticos Tipo 2 (Orientadora) — 2011, 2013
2014

RODRIGO ALBERT BARACHO RUEGG - BOLSISTA Terapia
Nutricional em Pacientes Diabéticos Tipo 2 (Orientadora) — 2011,2013

Enfim, chegando ao término de mais uma etapa de formacao
profissional, o sentimento é de realizacdo pelo cumprimento deste trabalho e
pelo percurso trilhado com muito esfor¢co e dedicacdo durante toda a fase de

pos-graduacao.
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APENDICE 1

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

EFEITO DA SUPLEMENTACAO DE PICOLINATO DE CROMO SOBRE A
GLICEMIA DE INDIVIDUOS COM DIABETES TIPO 2

RgHUOL.: Rg Protocolo:
Nome:
Idade: Data Nasc.: / / Sexo: Feminino [J
Masculino [
Endereco:
Bairro: Cidade / UF : CEP:
- Tel:

email

Estado Civil: [ ] Solteirol ] Casadol | Vilvo [ ] outros

Trabalha atualmente ? Sim [[] Nao []

Atividade ocupacional

Estuda atualmente ? Sim [/ N&o [ ] Grau de Instrugéo:

HABITOS SOCIAIS E DE SAUDE
Fumante: Sim [] Nao LEtilista: Sim ] Nao []

Atividade Fisica: Sim LI Nao L] Tipo? Frequéncia (dias/semana)?
Tempo (min/dia)?
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Estd em menopausa? Sim [l Nao [ ] Fazreposi¢cdo hormonal? Sim [] Nao
L] Qual?

Tempo de Doenca (Idade ao
diagnéstico):

Tratamento Atual: [11 ADO [] 2 ADO’s [130ou+ ADQO’s

Quais/dosagens?

Sintomas da Doenca:

() polidria ( ) polidipsia ( ) polifagia ( ) tontura () sudorese ()
edema

Comorbidades
LIIAM Prévio [ ] DAC sem Hist de IAM [ AVC [ Insuf Arterial Periférica

IHAS — Medicacéo:

"I Hipercolesterolemia — Medicagao:

_Hipertrigliceridemia — Medicacéo:

Complicacgbes

Retinopatia Diabética: [ | Nao [| Sim

Nefropatia Diabética: [ ] Nao | Microalbuminuria +L

Neuropatia Diabética: [ ] Ndo "] Sensitiva — periféric [ | Autondmical | Outra
Pé Diabético: [ Nao [ IMal perfurante plantar [ ] Amputacdes

Historia de DM-2 em parentes de 1° Grau:[ISim [ Ndo

Funcdo Intestinal :Normall ] Obstipadol | Diarréicol |

HABITOS ALIMENTARES

Quantas refeicdes faz por dia? Tem horario certo de se alimentar? Sim
1 Nao [JAlimentos que néo gosta?

Intolerancia alimentar: Sim [ | N&o [ | A que?
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Dados Antropomeétricos

Data

Idade (anos)

Peso (kg)

Altura (cm)

IMC

Circunferéncia
da cintura (CC)

indice de
Cronicidade
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Exames Laboratoriais

Data

GJ

GPP

HbAlc

CLT

HDL - ¢

LDL-c

TG

TGO

TGP

GGT

Creatina

Ureia

Acido Urico

Microalbuminuria

TSH

T4 livre

Hematoécrito

Hemoglobina

Leucdcitos

Plaguetas

Ferritina

SOD

GPX

GSH

GJ- glicemia de jejum; GPP - glicose pds prandial; HbAlc — Hemoglobina glicada; CLT —
Colesterol total ; HDL-c — HDL colesterol; LDL-c — LDL — colesterol; TG — triglicerideo; TGO —
Transaminase glutdmica oxalacética; TGP — Transaminase glutamica pirdvica; GGT- gama
glutamil transferase; TSH —hormoénio estimulante da tiredide; T4livre—tiroxinalivre;SOD —
Superoéxido dismutase; GPX — glutationa peroxidase; GSH-glutationa reduzida



Nome
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Recordatorio24 Horas

Data / /

Dia da semana:

HORARIO/REFEICAO

ALIMENTO/PREPARACAO

QUANTIDADE(MedidaCaseira)




Conduta e Evolucgéo Clinica e Nutricional:

Medicamentos:

Dose: [ mantida [] Aumentoul! Diminuiu [ Acrescentou outro medicamento
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APENDICE 2

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE - UFRN
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto_de pesquisa:Efeito da suplementacdo de picolinato de cromo sobre a
glicemia de individuos com diabetes tipo 2.

Meu nome é Ana Nunes Paiva. Sou nutricionista da Universidade Federal do
Rio Grande do Norte e estou convidando Vossa Senhoria para participar da pesquisa
gue estou desenvolvendo juntamente com a equipe de endocrinologia e metabologia
do Hospital Universitario Onofre Lope. Esta pesquisa tem como objetivo avaliar o
efeito de um mineral chamado picolinato de cromo nas alteragbes da glicose no
sangue em jejum e apOs a refeicdo, além de avaliar o estresse oxidativo e o efeito
desse mineral no controle de colesterol e de triglicerideos de pacientes diabétiocs
tipo2. O picolinato de cromo é um mineral que age no organismo melhorando a
absorcao de glicose, colesterol e triglicerideos, com isso evitando as complicagbes da
diabetes como infarto, derrame cerebral, gangrena, etc.

Caso vocé, ou seu responsavel legal, aceite participar desta pesquisa, vamos
coletar uma amostra de sangue (20 mL) a vacuo em suana veia, ap0s jejum de
10horas, para realizagdo dos exames de sangue, que incluem: hemograma, glicose
em jejum, hemoglobina glicada, colesterol e fragdes, triglicerideos, horménios da
treoide (T4,TSH), funcdo dos rins (ureia, creatinina, acido urico), fungdo do figado
(TGO, TGP,GGT), determinacao de cromo no sangue e enzimas antioxidantes, além
de exames de urina, para avaliar a microalbuminuria. Apds a coleta de sangue em
jejum, serd oferecido a vocé um café da manha e, apdés duas horas, sera coletado
novamente sangue, para se observar o controle da glicose no sangue apos a ingestéao
do alimento. Todos esses procedimentos serdo realizados antes de se inicar o
suplemento de picolinato de cromo e apdés a ultima dose. Também sera necessario
que vocé, ou o responsavel legal, responda a algumas perguntas sobre dados
pesoais, habitos de vida, habitos alimentares, doengas existentes em sua pessoa e em
seus familiares, medicamentos que estd tomando e de outras informacdes
relacionadas com a pesquisa.Uma parte do material biolégico (sangue) sera
armazenado no Laboratério Multidisciplinar da Faculdade de Farmacia da UFRN, sob
minha responsabilidade, em freezer a -80°, para a determinacdo de atividades das
enzimas antioxidantes. Para isso pe¢o sua autorizagéo.

O estudo abrangera dois grupos de pacientes, denominados: GRUPO |
(placebo) e GRUPO Il (experimental). Os grupos serdo compostos de forma
randomizada, ou seja, aleatoriamente, através de sorteio. A dose sera dividida em
duas tomadas: 300mcg ap6és o desjejum (café da manhd) e 300mcg apos o jantar.

Cada paciente que preencher os critérios de incluséo retirara de modo aleatoério
um envelope contendo o tipo de tratamento que ira fazer, dentre os envelopes
correspondentes aos dois tratamentos dos individuos. O GRUPO | sera o grupo
controle cujos componentes, receberdo o placebo, durante quatro meses, através de
capsulas manufaturadas em farmacia de manipulacédo credenciada pela agéncia de



75

Vigilancia Sanitaria. O GRUPO Il sera o grupo experimental, cujos pacientes
receberdo a suplementacdo oral de picolinato de cromo na dosagem de 600ug
também por meio de capsulas manufaturadas em farmacia de manipulacdo
credenciada pela agéncia de Vigilancia Sanitaria: 300mcg apos desjejum (café da
manha) e 300ug apds o jantar.

A participacdo neste estudo é totalmente voluntéria, podendo vocé
recusar-se a fazer parte dele ou a interromper sua participacdo se julgar conveniente,
sem prejuizo para vocé, nem para o andamento do trabalho de pesquisa. Caso vocé
tenha alguma davida em relagé@o a pesquisa, pode entrar em contato com a Prof. Dra,
Maria das Gragcas Almeida ou com a Dr2 Ana Nunes Paiva, através dos telefones
33429807 ou 87178311 ou 99888158. Este projeto foi avaliado pelo Comité de Etica
em pesquisa da UFRN (CEP), situado no endereco Av. Nilo Pecanha, 620 —
Petropdlis, Natal-RN. Informacbes adicionais podem ser obtidas pelo telefone 3342
5003. O trabalho seré realizado de acordo com os principios da Resolu¢édo 196/96 do
Conselho Nacional de Saude.

Consentimento para participagéo

Estou de acordo com a participacdo no estudo descrito acima. Fui devidamente
esclarecido(a) quanto aos objetivos da pesquisa e aos procedimentos aos quais serei
submetido(a). Foram garantidos esclarecimentos que eu venha a solicitar durante o
curso da pesquisa e o direito de desistir a qualquer momento, sem que a desisténcia
implique qualquer prejuizo. A participacdo na pesquisa ndo implicara custos ou
prejuizos adicionais, sejam eles de carater econémico, social, psicolégico ou moral.
Foi garantido o anonimato, o sigilo dos dados referentes a identificacdo e o
compromisso de que serei contactado(a) para avaliacdo de estudo futuro usando as
amostras bioldgicas obtidas neste instante.

Natal, de de 20 .

Responsavel Legal do Participante

(Polegar Direito - Responsavel)

Participante

Testemunha

Pesquisador
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ANEXO1

MINISTERIO DA EDUCAGAO l
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE

COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO HOSPITAL UNIVERSITARIO ONOFRE
LOPES - CEP/HUOL

CERTIFICADO

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Onofre Lopes — CEP/HUOL, devidamente
reconhecido pela Comiss‘éo Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP/MS, analisou o projeto:

Titulo: Efeito da suplementagéo de picolinato de cromo sobre a glimecia de diabetes tipo 2
Protocolo CEP/HUOL: 507/10
CAAE: 6510.0.000.294-10

Pesquisador Responsével: Maria das Gragas Almeida

Este projeto foi aprovado em seus aspectos éticos e metodolégicos, incluindo o Termo de
Consentimento Livie e Esclarecido, de acordo com as diretrizes da Resolugdo 196/96 e
complementares do Conselho Nacional de Sadde, AD REFERENDUM em 18 de Fevereiro de 2011 no
CEP/HUOL. Toda e qualquer alteracdio no projeto/protocolo de pesquisa, assim como_eventos
adversos_que venham a_ocorrer, deveréo ser comunicados _oficialmente e imediatamente ao
CEP/HUOL. O relatério final do projeto ou a copia de sua publicagéo devera ser encaminhado ao
CEP/HUOL ap6s o término do estudo, conforme cronograma.

Natal, 18 de Fevereiro de 2011.

}’Y\M
Maria Sanali Moura de Oliveira Paiva
Coordenadora do CEP/HUOL

Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitério Onofre Lopes — CEP/HUOL
Av. Nilo Peganha, 620 — Petropolis = CEP 59.012-300 Natal/RN = Fone: (84) 3342 5003 = E-mail: cep_huol@yahoo.com.br
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