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Influéncia da dieta com galactooligossacarideos sobre a absorcao
de cdlcio em ratos normais e gastrectomizados

Dietary galactooligosaccharides increase calcium absorption in normal and

gastrectomized rats
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RESUMDPO

Objetivo: Verificar se o galactooligossacarideo estimula a absorcdo de célcio em ratos Wistar parcialmente gastrectomizados.
Métodos: Os animais foram laparotomizados (controle sham-operado) e parcialmente gastrectomizados (Billroth Il) em grupos de
20 e 20 cada, respectivamente. Eles foram alimentados com uma dieta controle (AIN-93M), sem galacto-oligossacarideo ou uma
dieta contendo (galacto-oligossacarideo - 50g/kg de dieta) durante oito semanas. Os animais foram divididos em quatro subgrupos:
sham-operados e ndo gastrectomizados com galacto-oligossacarideo, sham-operados e gastrectomizados sem galacto-oligossacarideo.
No dia final do estudo, o sangue total foi coletado para determinacdo da concentracao de calcio sérico. Resultados: Na dieta no
grupo com galacto-oligossacarideo a excrecao do célcio nas fezes foi significativamente menor do que no grupo sem prebioticos. A
absorcdo aparente de célcio em ratos gastrectomizados e normais foi maior nos grupos alimentados com galacto-oligossacarideo do
que no grupo com dieta controle. Conclusdo: A dieta com galacto-oligossacarideos previne a osteopenia em ratos parcialmente

gastrectomizados.

Descritores: Prebiodticos. Oligossacarideos. Gastrectomia. Calcio. Ratos.

INTRODUCAO

O estdbmago é importante para a absorcdo do calcio,
uma vez que a pepsina e o acido cloridrico podem
atuar em conjunto para gerar calcio solUvel de complexos
fosfatos insoltveis dos alimentos .

A resseccao gastrica muito extensa é conhecida
por causar desordens dsseas (osteoporose/osteomalacia)??,
possivelmente relacionadas com a capacidade comprome-
tida para a utilizacao de calcio na dieta'*. A hipocloridria
apos resseccao gastrica pode prejudicar a absorcao de cal-
cio insoltvel, porque o &cido é o fator mais importante
para a solubilizacao de sais de calcio insoltvel“.

Varios relatos sugerem que os carboidratos
indigeriveis, como fruto-oligossacarideos >®, inulina’,
goma guar hidrolisada®, com polidextrose # e galacto-
oligossacarideos estimulam e aumentam a absorcao de
calcio em ratos e a absorcdo mineral no intestino 107,
Este efeito consiste na producdo de acidos graxos de
cadeia curta (AGCC), resultante da fermentacéo no in-

testino grosso, uma vez que eles estimulam a prolifera-
cao de células do epitélio do intestino e reduzem o pH
luminal 2.

Assim, este estudo foi realizado para verificar se
aingestao de galacto-oligossacarideo estimula a absorcao
de calcio em ratos parcialmente gastrectomizados.

METODOS

Animais e procedimento cirlrgico

Quarenta ratos Wistar machos 250,0 + 5 g de
peso corporal foram mantidos em gaiolas coletivas, em
sala com temperatura controlada (22 + 1° C), umidade
(60-70%), ciclo de 12 claro/escuro (luzes acesas as 07:00),
com dieta e 4gua deionizada ad libitum. Os animais foram
distribuidos aleatoriamente em dois grupos de 20 animais
cada. Vinte foram submetidos a vagotomia troncular ante-
rior e gastrectomia parcial (Billroth II). O grupo sham (falso
operados) (20 animais) foi submetido ao mesmo estresse
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cirtrgico, onde a cavidade abdominal foi mantida aberta
durante 45 minutos, que é a duracao de uma gastrectomia.
Os ratos foram anestesiados com tiopental (25 mg/Kg, por
via venosa). O protocolo experimental foi previamente apro-
vado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
(CEEA) da Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP
(n °de registro. 839-1, 2005/08/06)

Grupos experimentais e dietas

Apo6s 15 dias do procedimento, os ratos foram
distribuidos aleatoriamente em quatro subgrupos experi-
mentais (gastrectomia versus sham-operado, dieta contro-
le versus polidextrose) e alimentados com dietas especifi-
cas durante oito semanas. Trés animais morreram durante
0 experimento, sem causa aparente.

A dieta controle e experimental foram prepara-
das segundo a formulacdo AIN-93M'. O galacto-
oligossacarideo (50% a 55% de oligossacarideos, fabrica-
do no Japao, Yakult Industria e Comércio®, Sao Paulo, SP,
Brasil) foi adicionado em 50 g/kg de racdo por substituicdo
da sacarose da dieta controle.

Atabela 1 mostra a composicao das duas dietas
experimentais (controle e com galacto-oligossacarideo).
Metade dos ratos gastrectomizados e sham-operados fo-
ram alimentados com a dieta controle, e os demais com a
dieta contendo galacto-oligossacarideo.

Os animais tiveram acesso livre a 4gua deionizada
durante todo o periodo de observacdo. Para a prevencao
da anemia megaloblastica, os ratos receberam suplemen-
tos de vitamina B12 (Cianocobalamina/0,5 mg/kg/

Tabela 1 - Composicao das dietas experimentais.

intramuscular) (Cianotrat 5000® - Instituto Terapéutico Delta
Ltda, Indaiatuba, SP, Brasil) a cada duas semanas, come-
cando uma semana apo6s a operacao'®. O grupo sham re-
cebeu cloreto de sodio a 0,9%. Em seguida, os animais
foram colocados em gaiolas metabdlicas individuais, du-
rante trés dias nos periodos de 15, 35 e 55 dias do experi-
mento, para a coleta das fezes'.

O ganho de peso e o consumo da dieta dos ani-
mais foram monitorados trés vezes por semana, durante
as oito semanas.

Métodos analiticos

Os teores de célcio sérico foram determinados
por método colorimétrico comercialmente disponivel
(Laborlab, Guarulhos, SP, Brasil).

As fezes secas obtidas foram pesadas e moidas.
As dietas e as fezes em pé secas foram calcinadas em
temperaturas aumentadas de forma linear até 550 °C por
6 h, e depois a 550 °C por 18 h na mufla (IndUstria Fornitec
e Comércio Ltda®, Sao Paulo, SP, Brasil). As amostras fo-
ram digeridas com HNO, 65% e H,0, em tubos fechados
sob pressao Hostaflon aquecidas no micro-ondas (DGT-100
Plus Provecto®, Jundiai, SP, Brasil). As determinacbes de
calcio nas fezes e na dieta foram realizadas por emissao
optica IRIS-AP (Thermo Jarrell Ash®, Franklin -
Massachusetts - EUA) no laboratoério especializado
Biominerais Analises Quimicas, Campinas, SP, Brasil e o0s
célculos realizados foram: absorcdo aparente de célcio (mg/
dia) = consumo de célcio (mg/dia) - excrecao de célcio nas
fezes (mg/dia) °.

Ingredientes, g/Kg Dieta controle Dieta com GOS
Amido de milho 2 466 466
Maltodextrina 2 155 155
Caseina 3 140 140
Oleo de soja 4 40 40
Celulose > 50 50
Sacarose © 100 50
GOS ! 0 50
Mistura mineral 7 35 35
Mistura vitaminica 7 10 10
L-Cistina & 1,8 1,8
Bitartarato de colina ® 2,5 2,5
Tert-butilhidrogquinona '° 0,008 0,008

" Galacto-oligossacarideo (GOS, 50 g/Kg de dieta) (50-55% de oligossacarideo), fabricado no Japdo, Yakult Industria e Comércio, Sao Paulo, Sdo

Paulo, Brasil)

2 Amido de milho e maltodextrina (Corn Products Brasil - Ingredientes Industria Ltda, Mogi Guagu, Sdo Paulo, Brasil).
3 Plury Quimica Ltda, Diadema, S&o Paulo, fabricado por Naarden Agro Products-Holland.

4 Marca Liza, Cargill do Brasil, Uberlandia, Minas Gerais, Brasil.
> Marca Microcel, Blanver Farmoquimica Ltda, Cotia, Sdo Paulo, Brasil.
¢ Refinaria Unido, Assis, Sdo Paulo, Brasil.

7 Preparada de acordo com a formulacdo AIN-93M Formulada por M. Cassab Comeércio e Industria Ltda, Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil.

& Marca Synth C1027.01.AE; Diadema, Sdo Paulo, Brasil.
%10 SIGMA Chemical Co., St. Louis, Mo, USA.
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O fémur foi removido e congelado ap6s a mor-
te dos animais e a retirada da parte muscular. O 0sso
assim obtido foi queimado na mufla a 600 °C para a ob-
tencdo de cinzas claras. As determinacbes de calcio 6s-
seo foram realizadas pelo espectrémetro de emissao Optica
[RIS-AP também no laboratoério Biominerais Andlises Qui-
micas Ltda.

Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA), com o uso do teste de Duncan para a
comparacao das médias. Os dados foram analisados por
duas vias (tratamento e dieta) ou trés vias (tratamento,
dieta e tempo). As diferencas foram consideradas signifi-
cativas quando p <0,05. Os dados estdo expressos como
média e erro-padrdo da média (EPM) (Statistica 6.0 ®)
para Windows.

RESULTADOS

Ganho de peso e ingestdo alimentar

O peso corporal inicial em animais sham-opera-
dos foi significativamente maior do que nos ratos
gastrectomizados (P <0,05). Pesos finais em ambos os gru-
pos de ratos gastrectomizados foram significativamente
menores do que aqueles em ratos sham-operados (P <0,05).
Por outro lado, o ganho de peso corporal total ndo diferiu
significativamente entre os grupos sham e gastrectomizados
(P>0,05). Aingestao alimentar em ratos gastrectomizados
foi significativamente menor quando comparadas aos ra-
tos sham-operados (P <0,05) (Tabela 2).

Cada valor representa a média = erro padréo da
média (EPM). Valores em uma coluna que nao comparti-
Iham a mesma letra sdo significativamente diferente,
P<0,05 (Duncan’s teste).

Peso Umido e seco das fezes

Em ratos sham-operados e gastrectomizados a
média de peso Umido e seco das fezes foi significativa-
mente maior nos ratos que receberam a dieta com galacto-
oligossacarideo do que em ratos que receberam a dieta
controle (P <0,05) (Tabela 3).

Tabela 2 - Peso corporal inicial, final e consumo alimentar.

Cada valor representa a média = erro padrdo da
média (EPM). Valores em uma coluna que ndo comparti-
lham a mesma letra sao significativamente diferente,
P<0,05 (Duncan’s teste).

Concentracdo de célcio sérico

O célcio sérico em ratos gastrectomizados que
recebeu dieta controle foi significativamente menor com-
parado aos outros trés grupos (P <0,05) (Figura 1).

Cada valor representa a média +/- erro-padrao
da média (EPM) (sham/controle: n = 10; sham/GOS: n =
10; gastrectomia/controle: n = 8; gastrectomia/GOS: n =
9). Dieta (controle ou GOS) tratamento (com ou sem a
gastrectomia). Valores em uma coluna que ndo comparti-
lham a mesma letra sao significativamente diferente,
P<0,05 (Duncan’s teste).

Célcio fecal e absorcdo aparente de
célcio

A concentracao de célcio nas fezes dos ra-
tos sham-operados e gastrectomizados que recebe-
ram dieta com galacto-oligossacarideo foi menor (P
<0,05) em comparacao a dieta controle (Figura 2). A
absorcdo aparente de calcio em ratos sham-opera-
dos que receberam dieta com galacto-oligossacarideo
foi maior em relacdo aos animais com dieta controle
(Figura 3). A absorcdo aparente de calcio em ratos
gastrectomizados que receberam dieta com galacto-
oligossacarideo também foi significativamente mai-
or em comparagao com os que receberam dieta con-

Tabela 3 - Peso Umido e seco das fezes (g).

Grupos/Tratamentos Peso das fezes (Q)
Peso umido (g) Peso seco (g)

Sham

Controle (n = 10) 4,62+0,22b 4,12+0,17b

GOS (n = 10) 568+0,44a 4,86+033a

Gastrectomia

Controle (n = 8) 5,42+0,46b 4,73+x0,35b

GOS (n=9) 6,38+0,31a 5,63+0,24a

Tratamentos/Dietas Peso inicial (g)

Peso final (g) Ingestao alimentar (g/dia)

Sham
Controle (n = 10) 264,50 +/- 3,43 a
GOS (n=10) 259,30 +/- 6,51 a

Gastrectomia
Controle (n = 8)
GOS(n=9)

221,88 +/- 4,74 b
242,00 +/- 3,63 b

421,60 +/- 7,66 a
411,40 +/- 6,23 a

25,84 +/- 2,48 a
27,00 +/- 3,01 a

375,00 +/- 9,94 b
387,00 +/- 8,70 b

21,02 +/- 1,10 b
23,45+/- 1,10 b

Rev. Col. Bras. Cir. 2011, 38(3): 186-191



Santos

Influéncia da dieta com galactooligossacarideos sobre a absor¢cao de calcio em ratos normais e gastrectomizados 189

trole, porém, nao diferiu do grupo sham-operado com
dieta controle (P <0,05).

Cada valor representa a média ? erro-padrdo da
média (EPM) (sham/controle: n = 10; sham/GOS: n = 10;
gastrectomia/controle: n = 8; gastrectomia/GOS: n = 9).
Dieta (controle ou GOS), tratamento (com ou sem a
gastrectomia). Valores em uma coluna que ndo comparti-
lham a mesma letra sao significativamente diferente,
P<0,05 (Duncan’s teste).

Cada valor representa a média ? erro-padrdo da
média (EPM) (sham/controle: n = 10; sham/GOS: n = 10;
gastrectomia/controle: n = 8; gastrectomia/GOS: n = 9).
Dieta (controle ou GOS), tratamento (com ou sem a
gastrectomia). Valores em uma coluna que ndo comparti-
lham a mesma letra sao significativamente diferente,
P<0,05 (Duncan’s teste).

Concentracdo de calcio 6sseo

Concentracao de calcio no fémur em ratos sham-
operados com dieta controle foi significativamente menor
comparado aos outros trés grupos (P <0,05).

DISCUSSAO

O presente estudo confirma observacbes sobre a
gastrectomia parcial em ratos adultos, em que o menor
consumo de racdo (Tabela 2) em animais gastrectomizados
foi relatado®. Essa reducao do consumo de dieta em ratos
gastrectomizados pode estar associada ao menor tama-
nho do estdbmago. A ingestdo reduzida em ratos
gastrectomizados também foi verificada em um outro es-
tudo™.

O célcio sérico foi significativamente menor nos
animais com resseccao gastrica, entretanto, quando eles
foram alimentados com galacto-oligossacarideo ocorreu
significativo aumento da concentracdo de calcio no soro
(Figura 1). Os niveis séricos de calcio reduzido nos ratos
gastrectomizados sugere que a gastrectomia reduz a ab-
sorcao do calcio, resultados estes também previamente
relatados por outros autores "5,

Os autores que estudaram a questao enfatizam
gue este é um processo semelhante em seres humanos,
onde a gastrectomia induz progressiva deficiéncia na ab-
sorcao do célcio. Eles também sugerem que a camada de
muco do estdbmago pode ter agente calciotrépicos, a
gastrocalcina, que estimula a absorcdo de calcio pelo 0sso'™®.
Em seres humanos submetidos a gastrectomia parcial e
total ocorre a diminuicao do calcio sérico, sugerindo que
este é devido a liberacao reduzida de calcio dos alimentos
e aumento do fluxo intestinal devido a remocédo do duodeno
e jejuno. A soma destes fatores ocasiona a diminuicao do
calcio sérico".

Assim, fica demonstrado que a gastrectomia
parcial reduz surpreendentemente a absorcdo aparente de
calcio (Figura 3). A suplementacdo com galacto-
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Figura 1 - Valores do célcio sérico (mg/dL) nos animais dos qua-

tro subgrupos.

70,0
60,0 -
50,0 -
40,0
30,0

mg Calg de fezes

= N

o ©

o o
I I

o
o
i

Controle GOS

Controle GOS

Sham Gastrectomia

Figura 2 -

Concentragdo de célcio fecal (mg/g de fezes) nos ani-
mais dos quatro subgrupos.
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Figura 3 -  Absorcao aparente de cdlcio (mg de cdlcio/dia) nos

animais dos quatro subgrupos.

oligossacarideo diminuiu a excrecdo de célcio nas fezes
(Figura 2) e restaurou totalmente a absorcdo de calcio em
ratos normais (sham-operados) e em ratos gastrectomizados
(Figura 3).
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Os resultados sugerem que este protocolo expe-
rimental realmente provoca deplecdo na absorcao do mi-
neral calcio. Outros estudos também confirmaram que a
gastrectomia total em ratos também reduz a absorcdo de
calcio*®. A suplementacdo com galacto-oligossacarideo
aumentou a absorcdo aparente de calcio em ratos alimen-
tados com a dieta normal sem calcio’. Os dados deste
trabalho sugerem que o efeito estimulante do galacto-
oligossacarideo sobre a absor¢ao de célcio pode ser parci-
almente associado ao aumento da solubilidade do célcio e
do conteudo liguido no ltmen do ceco (9) e também que
tanto o intestino grosso e intestino delgado sdo possivel-
mente responsaveis pelo aumento da absorcao de célcio®.

A dieta com galacto-oligossacarideo aumen-
tou da concentracdo de célcio no osso em ratos sham-
operado, mas nao alterou a concentracdo de calcio no
0ss0 em ratos parcialmente gastrectomizados. O osso é
o principal local de armazenamento de célcio do orga-
nismo e os resultados do presente estudo mostraram que
oito semanas de experimento podem nao ser suficientes

ABSTRACT

para causar uma redugao no célcio 6sseo apés resseccao
gastrica parcial. Em estudo anterior, porém com
gastrectomia total houve diminuicdo da mineralizacdo
6ssea’. Apos a resseccdo gastrica o contetido de célcio
no 0sso é reduzida #1821 e torna-se mais pronunciada
durante o tempo %°.

Finalmente, pode-se concluir que a alimentacao
com galacto-oligossacarideo aumenta a absorcdo de cal-
cio impedindo osteopenia pés gastrectomia em ratos, que
podem ser relevantes para diminuir o risco de osteoporose.
A gastrectomia parcial ndo afetou a concentracdo de cal-
cio do osso em 56 dias (oito semanas) do periodo experi-
mental. Ao utilizar um modelo de gastrectomia parcial para
estudos de alteracdo éssea, sugere-se periodo maior que
oito semanas.
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Objective: To determine whether the galactooligosaccharide stimulates calcium absorption in partially gastrectomized rats. Methods:
Animals were submitted to laparotomy (sham-operated control) and partial gastrectomy (Billroth 1l) in groups of 20. They were fed
a control diet (AIN-93M) without galacto-oligosaccharide or a diet containing (galacto-oligosaccharide — 50g/kg diet) for eight
weeks. The animals were divided into four groups: sham-operated and non-gastrectomized with galactooligosaccharide, sham-
operated and gastrectomized without galactooligosaccharide. On the final day of the study, whole blood was collected for
determination of serum calcium concentration. Results: In the group with galactooligosaccharides calcium excretion in feces was
significantly lower than the group without prebiotics. The apparent absorption of calcium in gastrectomized and normal rats was
higher in groups fed with galactooligosaccharide than in the control diet group. Conclusion: The ingestion of galactooligosaccharides

prevents osteopenia in partially gastrectomized rats.

Key words: Prebiotics. Oligosaccharides. Gastrectomy. Calcium. Rats
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