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RESUMO

O céancer gastrico é o crescimento desordenado de células malignas nos tecidos
do estdbmago e a cirurgia de ressecgao gastrica parcial ou total é a principal
alternativa terapéutica. Em decorréncia deste procedimento cirirgico podem
ocorrer deficiéncias na absorcdo de alguns minerais como o célcio e o ferro,
podendo levar a osteoporose e a anemia, respectivamente. Os
galactooligossacarideos (GOS) e a polidextrose (POLI) sao componentes
fermentaveis que diminuem o pH intestinal favorecendo a absor¢cdo de minerais,
melhorando a biodisponibilidade. Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi
verificar o efeito da suplementagdo desses compostos na absor¢cdo do mineral
célcio e ferro em ratos gastrectomizados. Ratos adultos foram submetidos a um
procedimento cirurgico de gastrectomia associado a vagotomia troncular anterior,
sendo divididos em dois grupos: gastrectomizados (GXT) e falso gastrectomizados
(SHAM). Apos 15 dias de pés-operatério foram divididos em oito sub-grupos:(G1=
GXT / C1=Sham: dieta sem prebiotico; G2=GXT / C2=Sham: GOS 5%; G3=GXT /
C3=Sham: POLI 5%; G4=GXT /C4=Sham: GOS 2,5% + POLI 2,5%). Os animais
gastrectomizados apresentaram menor consumo de dieta, porém sem diferenca
com relagédo ao peso. As dosagens de célcio sérico e urinario foram menores nos
animais gastrectomizados. A gastrectomia diminuiu a absor¢ao aparente de calcio,
sendo que, a administracdo diaria de GOS 5% e a POLI 5% aumentaram a
absorcdo aparente de calcio em C2 (48%) e C3 (52%) comparados ao C1. O
procedimento cirirgico diminuiu a absorcdo aparente de ferro em 60%. No
entanto, em relacdo aos tratamentos a associacdo do GOS + POLI 2,5%
aumentou em 52% a absorcao de ferro no grupo C4 e 100% no G4. Além disso, o
G4 apresentou a mesma absorcao dos ratos que nao sofreram nenhum tipo de
tratamento e nem a cirurgia (C1). A POLI 5% também aumentou a absorcao
aparente de ferro em 73% em ratos GXT. Os animais do grupo Sham mantiveram
os niveis de hematécrito e hemoglobina durante o periodo experimental. J&4 nos
animais GXT, todos os tratamentos apresentaram reducao de 14% nos niveis de
hematdcrito do tempo inicial a quarta semana. A partir da quarta semana, todos
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animais GXT apresentaram uma leve tendéncia de recuperag¢do, contudo os
animais do grupo Poli 5% (G3) apresentaram uma plena recuperagao. As
dosagens de VCM e HCM foram menores nos animais GXT vs CO durante as 8
semanas do experimento, caracterizando uma anemia por deficiéncia de ferro
(microcitica e hipocrémica), respectivamente. A concentracdo de ferro sérico foi
menor nos animais GXT. A suplementacdo dos dois prebidticos aumentou em
15% o ferro sérico dos animais C4 em relagdo ao C1. Nos animais GXT o G3 em
51% e G4 em 94% foram maiores do que o G1. A resseccao gastrica parcial nao
apresentou grandes alteracbes no metabolismo de calcio, sugerindo que esse
protocolo experimental ndo seja o0 melhor modelo para a deplegcdo de calcio. A
resseccao gastrica parcial induziu a ma absorcao de ferro, comprovando a
eficiéncia do nosso modelo experimental para estudos relacionados ao
metabolismo do ferro e ha fortes evidéncias que a juncdo dos dois prebidticos
GOS e POLI atuem como sinergistas, potencializando o efeito prebidtico.

Palavras-chave: Galactooligossacarideo. Polidextrose. Gastrectomia. Anemia.

Ratos.
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ABSTRACT

The gastric cancer is a uncontrolled growth of the cells of the stomach, where the
total or parcial gastric surgical resection is the main therapeutic alternative. Due to
this procedure, the deficiencies in the absorption of some minerals such as calcium
and iron could lead to an osteoporosis and anemia, respectively. The
galactooligossacharides (GOS) and the polidextrose (POLI) are fermentable
compounds that reduce the intestinal pH increasing the mineral absorption. Thus
the purpose of this study was to verify the effects of supplementation of this
compound in the absorption of calcium and iron in gastrectomized rats. Adult male
rats were submitted to a gastrectomized surgical procedure associated to an
anterior troncular vagotomy, them shared in two groups: gastrectomized (GXT) and
Sham operated (SHAM) rats. After 15 days of surgery, the rats were shared in 8
sub-groups with the following diets: G1= GTX /C1=Sham: diet without prebiotics;
G2= GTX /C2=Sham: 5% GOS diet; G3= GTX /C3=Sham: 5% POLI diet and G4=
GTX /C4=Sham: 2.5% GOS + 2.5 POLI diet. The gastrectomized animals ingested
a minor amount of feed, however this tow groups not showed differences in the
body weight. The calcium in the serum and in the urine in the gastrectomized
animals were reduced. The gastrectomy reduced the calcium apparent absorption,
the daily administration of 5% GOS and 5% POLI increased the calcium apparent
absorption in C2 (48%) and C3 (52 %) as compared to C1 group. The surgical
procedure reduced the iron apparent absorption in 60%. However, the associated
treatment with GOS + POLI 2,5% increased (52%) the absorption of iron in the C4
group and in the G4 group in 100%, as compared to C1 and G1 group respectively.
This group also shoed the same absorption of rats which did not suffer any kind of
surgery nor treatment (C1). The 5% POLI also presented an increased iron
apparent absorption (73%) in GXT rats. The animals of Sham group sustained the
hematocrit and hemoglobin during the experimental period. The GXT animals of all
of the different diets showed a reduced hematocrit in 14% from the surgery to the
4™ week. From the 4™ to the 8" week all of the GXT animals showed a slight trend
of recuperation, but the animals of 5% POLI group (G3) presented a full
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replenishment. The mean corpuscular volume (MCV) and the mean hemoglobin
volume (MHV) were reducer in the GXT vs Sham animals during the 8 weeks of
experimental period, this is a characteristic of anemia by an iron deficiency
(microcitic and hypocromic). The concentration of iron in the serum was lower in
the GXT animals. The supplementation of these two prebiotics (C4) increased
(15%) the iron in the serum, also the GXT animals the G3 (51%) and G4 (94%)
higher than the G1 group. The partial gastric resection did not showed sensible
alteration in the calcium metabolism, suggesting that this protocol may not be the
best model to the calcium depletion, however, it induced to a poor iron absorption
proving the efficiency of our experimental model to the studies related to the iron
metabolism and there are strong evidences that the association of GOS and POLI
could have a synergistic effect increasing the effects of the prebiotics.

Keywords: Galactooligosaccharides. Polydextrose. Gastrectomy. Anemia. Rats.
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Introducéo

1 INTRODUCAO

O céancer € o nome dado a um conjunto de doencas onde ocorre 0
crescimento desordenado de células, invadindo os tecidos e 6rgaos, podendo
inclusive atingir outras regides do corpo, processo este denominado metastase.
Esta divisao rapida e desordenada das células tende a ter efeitos nefastos,
determinando a formacdo de tumores (acumulo de células cancerosas) ou

neoplasias malignas (INCA, 2006).

O cancer de estbmago € a doenca em que células malignas sao
encontradas nos tecidos do estdmago (KASSAB; LEME, 2003).

Em casos de diagnéstico de cancer géastrico o tratamento cirurgico é a
principal alternativa terapéutica (SAKAI et al., 2001). A resseccao gastrica parcial
ou total permite ao paciente um alivio dos sintomas e o restabelecimento da saude
(INCA, 2006).

A osteomalacia e osteoporose sado complicacbes reconhecidas em
pacientes que tiveram ressecgao gastrica (ZITTEL et al., 1997; PRISCO; LEVINE,
2005). Além disso, esses pacientes podem desenvolver anemia ao longo do
tempo (PAPINI-BERTO; BURINI, 2001). Varios autores consideram a anemia por
deficiéncia de ferro uma freqlente complicagdo da gastrectomia; atingindo 50%
dos pacientes gastrectomizados (ROVIELLO et al., 2004; PAPINI-BERTO;
BURINI, 2001).

Os prebiodticos sao compostos nao digeriveis, nao hidrolisados no intestino
delgado superior, alcangando o intestino grosso intactos, onde servem como
substratos para o metabolismo bacteriano (RIVERO-URGELL; SANTAMARIA-
ORLEANS, 2001), promovendo a proliferagdo das bifidobactérias no célon
(CRITTENDEN; PLAYNE, 1996).
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Dentre os prebidticos, os oligossacarideos nao digeriveis (NDOs), amido
resistente, goma guar e inulina aumentam a absor¢cdo do calcio (OHTA, et al.,
1998a). Os galactooligossacarideos (GOS) estdo incluidos entre os NDOs e
considerados fatores bifidogénicos ndo sao metabolizados pelo hospedeiro
alcangando o intestino para serem metabolizados por bifidobactérias (MODLER,
1994).

A polidextrose também é um prebidtico fermentavel que conduz ao
crescimento de microflora favoravel, reducao da microflora putrefativa e producao
de acidos graxos de cadeia curta (JIE et al., 2000), incrementando a concentracao
de calcio nos ossos (HARA; SUZUKI; AOYAMA, 2000).

Deste modo, o objetivo do trabalho ora apresentado foi de verificar os
efeitos da suplementacdo de galactooligossacarideo e de polidextrose na

absorcao de célcio e ferro em ratos gastrectomizados.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Calcio

O calcio é um cétion bivalente (Ca*?) (MILLER, 1996). Este elemento em
solugdo doa facilmente seus elétrons permanecendo na forma ibnica. Esta
propriedade eletrostatica tem um efeito importante no comportamento deste ion

em solugbes aquosas e na participagdo nos processos bioldgicos (WOOD, 2000).

O célcio € o quinto elemento mais abundante na biosfera (depois de ferro,
aluminio, silicio e oxigénio). Além disso, é o mineral mais abundante no
organismo, constitui cerca de 1,5 a 2% do peso corpéreo (1200g) e 39% dos
minerais do corpo humano (WEAVER; HEANEY, 2003). Desse total, 99%
encontram-se como tecido mineralizado na forma de fosfato de calcio e uma parte
pequena de carbonato de calcio (hidroxiapatita), fornecendo rigidez e estrutura
aos o0ssos e dentes. O 1% restante encontra-se no sangue, liquido extracelular, no
musculo e em outros tecidos, mediando a contracdo vascular e vasodilatacao,
transmissao nervosa e secregao glandular (CASHMAN, 2002).

A ingestdo dietética adequada de célcio é um requerimento para toda a
vida. E baseada na quantidade de célcio necessaria para repor as perdas diarias,
considerando a eficiéncia da absorcado intestinal (VANNUCCHI; MENEZES;
CAMPANA, 1990). A referéncia de consumo dietético de calcio por dia esta

descrita na Tabela 1.
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Tabela 1. Referéncia de consumo dietético de calcio por dia de acordo com a faixa
etaria — Dietary Reference Intake, (FOOD AND NUTRITION BOARD, 1998).

Faixa etaria RDA'/ AIF (mg/dia) UL® (mg/dia)
Lactente

0-6 meses 210 ND*
7-12 meses 270 ND
Criangas

1-3 anos 500 2500
4-8 anos 800 2500
Homens

9-18 anos 1300 2500
19-50 anos 1000 2500
>51 anos 1200 2500
Mulheres

9-18 anos 1300 2500
19-50 anos 1000 2500
>51 anos 1200 2500
Gestagao

<18 anos 1300 2500
>19 anos 1000 2500
Lactagao

<18 anos 1300 2500
>19 anos 1000 2500

" RDA= Ingestao Dietética Recomendada (Recommended Dietary Allowances)
2 Al= Ingestdo Adequada (Adequate Intake)
% UL= Limite Superior Toleravel de Ingestéo (Tolerable Upper Intake Level)

* ND= N&o Determinado (Not Determinable)

O leite e os produtos lacteos sdo fontes alimentares de célcio. A
biodisponibilidade do calcio fornecido por esses produtos € muito alta e pode ser
atribuida a forma mais soltvel do célcio nesses alimentos, a presenga de vitamina

D e lactose, assim como a producao de fosfopeptideos, a partir da digestao
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intestinal da caseina, que aumentam a absorcdo desse mineral (WEAVER,;
HEANEY, 2003).

Em adultos, os derivados lacteos suprem, em média, 72% do calcio na
dieta, produtos de cereais cerca de 11%, vegetais verdes e frutas cerca de 6%
(WEAVER; HEANEY, 2003) e a &agua (incluindo agua mineral) cerca de 6%
(GUEGUEN; POINTILLART, 2000).

2.1.1 Metabolismo do calcio

No sangue circulante, a concentragao de célcio é de 2,25-2,5 mmol. Cerca
de 40 a 45% dessa quantidade estado ligados a proteinas plasmaticas, cerca de 8
a 10% estdo complexados com ions tais como citrato, e 45 a 50% estao
dissociados sob a forma de ions livres (LINDER, 1991; WEAVER; HEANEY,
2003). No liquido extracelular (fora dos vasos sanguineos), a concentracdo de
célcio total é da ordem de 1,25 mmol, o que difere da concentragéo no plasma em
virtude da auséncia da maioria das proteinas plasmaticas no liquido extracelular
(WEAVER; HEANEY, 2003).

O controle homeostatico do calcio envolve os processos de absorcao,
excregao, secregao e armazenamento no 0sso, para manter a concentragao do
célcio ionizado no plasma dentro de uma faixa (2,1-2,3mmol). Esta regulacao da
concentracdo é obtida através de um sistema fisiologico que compreende a
interacdo dos horménios: paratorménio (PTH), do diidroxicolecalciferol
(1,25(0OH)2D3) e da calcitonina, que regulam a concentracao do calcio no espacgo
extracelular. A secrecdo destes horménios é controlada pela concentracdo de
célcio ionizado no plasma (CASHMAN, 2002).

Quando a concentragdo plasmatica de calcio diminui, a glandula
paratiredide é estimulada a liberar PTH. Este hormdnio aumenta a remoc¢ao renal

de fosfato, aumenta a reabsorcdo tubular renal de célcio, ativa os locais de



Revisdo de Literatura

reabsorgcao 6ssea, aumenta o trabalho dos osteoclastos nos locais onde ocorre
reabsorcdo e ativa a vitamina D para aumentar a absor¢ao intestinal de calcio. O
PTH e 1,25 (OH):Ds; atuam sinergicamente intensificando a reabsorgcéo tubular
renal de calcio e para mobilizar reservas de célcio do osso. Embora esse
mecanismo regulador permita uma resposta rapida para corrigir hipocalcemia
transitéria, uma dieta cronicamente deficiente em calcio, provoca sérias
consequéncias para o esqueleto (WEAVER; HEANEY, 2003). A calcitonina é
secretada quando as concentragcdes de célcio plasmatico estdo elevadas
(CASHMAN, 2002).

2.1.2 Absorcao intestinal

O célcio é absorvido na forma ionizada, sendo a presenca de &acido
cloridrico no estbmago importante para converter os diferentes sais ingeridos em
cloreto de calcio (MENEGHELLI; TRONCON, 2001). O acido gastrico dissolve o
célcio insoluvel da dieta, facilitando desse modo a absorg¢do do célcio na primeira
porgao do intestino (CASHMAN, 2002).

A absorcdo intestinal de calcio é o resultado de dois processos: a)
transporte ativo (transcelular), principalmente no duodeno e porcao superior do
jejuno; b) difusao passiva (paracelular), que ocorre por todo intestino delgado,
principalmente no ileo e cerca de 5% no intestino grosso (PANSU; BRONNER,
1999) (Figura 1).
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Figura 1. Modelo proposto para a absorgédo ativa e passiva de calcio (WEAVER,;
HEANEY, 2003, p.156).

a) Absorcao ativa

O sistema de transporte transcelular (ativo) pode se tornar saturado e é
dependente da proteina calbindina, esse sistema envolve trés estagios: passagem
através da borda em escova pelos enterdcitos, difusdo através do citoplasma e
secrecao através da membrana basolateral para o liquido extracelular (WEAVER,;
HEANEY, 2003).

O metabdlito ativo da vitamina D (1,25(0OH).D3) atua diretamente no
controle do transporte ativo, regulando a migracdo do calcio através das células
intestinais (BRONNER, 1992).

b) Absorcao passiva
O transporte de célcio por difusdo passiva ocorre de forma intercelular

através das juncodes, envolvendo movimentacao de agua e solutos como sodio e

glicose. Este tipo de transporte ndo satura e, portanto, aumenta conforme o
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consumo dietético, desde que o calcio esteja no intestino na forma absorvivel
(Ca*®). Este tipo de transporte é independente de vitamina D e da idade
(BRONNER, 1992).

Embora a absor¢céo de calcio ocorra principalmente na parte proximal do
intestino, normalmente todas as porcdes intestinais apresentam capacidade de
absorver esse mineral, inclusive o célon, que capta cerca de 4% do calcio ingerido
(ALLEN, 1982).

Allen (1982) sugere que a fermentagdo bacteriana de componentes de
vegetais no intestino pode ser um importante fator favoravel na biodisponibilidade
e absorcao de calcio pelo célon.

As taxas de absorcao intestinal oscilam entre 30 e 50%, sendo entao,
necessario haver um suprimento constante de calcio dietético biodisponivel para
garantir a massa 6ssea (LANZILLOTTI et al., 2003).

Quando o calcio absorvido da dieta € insuficiente para repor as perdas
fecais e urinarias, o calcio € captado do osso, para manter a concentracao
plasmética de calcio ibnico e preservar os niveis de calcio intracelular e
neuromuscular. Um balan¢o negativo de calcio, em um primeiro momento, leva a
uma mobilizagdo inofensiva do célcio ésseo, mas, em longo prazo, a remogao
cronica do célcio esquelético ocasiona efeitos adversos na solidez éssea, podendo
causar ou agravar a hipocalcemia, osteoporose, raquitismo, osteomalacia e outras
enfermidades 6sseas (WEAVER; HEANEY, 2003).

A deficiéncia cronica de Ca € uma das causas da reducao da massa éssea
e osteoporose, que pode ser resultado de uma ingestao inadequada ou de uma
pobre absorgéo intestinal (CASHMAN, 2002).
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2.1.3 Excrecao endégena

Além da funcdo primordial de absorgdo intestinal de célcio, o intestino
também excreta este mineral por meio de secrecbes como a bile e, de maneira
enddgena, pelas fezes (GUEGUEN; POINTLLART, 2000).

O calcio fecal inclui o calcio ndo absorvido da dieta mais o calcio que entra
no tubo digestério a partir de fontes enddgenas, incluindo células descamadas da
mucosa, saliva, suco gastrico, suco pancreatico e bile. Essas perdas sao
inversamente proporcionais a eficiéncia da absorgéo e diretamente relacionadas a
massa do tubo digestivo e, portanto, a ingestao alimentar (WEAVER; HEANEY,
2003).

Aproximadamente 150mg/dia de célcio entram no Iumen intestinal, em
secrecOes tais como a bile e sucos entéricos, sendo que 30% desse célcio séo
reabsorvidos. A perda de célcio enddgeno pelas fezes, é cerca de 100mg/dia. A
perda pela pele é de apenas 15mg/dia, embora 0 suor excessivo possa aumenta-
la (GUEGUEN; POINTLLART, 2000).

2.1.4 Excrecao urinaria

Quando as concentragbes de calcio plasmético elevam-se em resposta a
absorcdo aumentada de calcio, reabsorcdo tubular aumentada e reabsorgao
Ossea, o limiar excretério renal altera-se e o calcio extra é excretado na urina
(WEAVER; HEANEY, 2003).

A perda urinaria de calcio resulta do balango entre a filtragcdo glomerular
(em torno de 10g/dia) e reabsor¢édo tubular, que recupera em torno de 98% do
total filtrado (BROADUS, 1993). Cerca de apenas 0,2% (100 a 240mg) séao
eliminados diariamente pela urina (WEAVER; HEANEY, 2003).
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Alguns fatores dietéticos podem influenciar na perda urinéria de célcio como
o consumo simultaneo de fésforo (ja que todos os alimentos ricos em calcio séo
também ricos em fésforo) e certos constituintes dietéticos que aumentam o pH
como, por exemplo, o bicarbonato e sais de potassio (GUEGUEN; POINTILLART,
2000).

A perda de célcio urinario pode ser potencializada por dietas ocidentais que
contenham fatores desfavoraveis tais como proteina de origem animal
(especialmente proteinas que contém altas concentracdes de aminoacidos
sulfurados), sulfatos, sédio, café, cha e alcool (GUEGUEN; POINTILLART, 2000).

2.1.5 Sistema esquelético

O sistema esquelético € formado pelo conjunto de ossos e cartilagens que
se interligam para formar o arcabougo do corpo do animal. E tdo essencial & vida
quanto qualquer outro sistema organico (COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000).
Possui trés fungdes basicas: mecanica, protetora e metabdlica. Sustenta o corpo,
€ o local onde se inserem os musculos; protege os érgados nobres (visceras),
medula 6ssea; e € o maior reservatdrio dos ions calcio (Ca), fésforo (P) e
magnésio (Mg), necessarios para a manutencdo da homeostasia mineral
(SZEJNFELD, 2000).

Os o0ssos por serem um tecido metabolicamente ativo, sofrem um processo
continuo de renovacao e remodelacdo. Esta atividade é conseqiiéncia, em sua
maior parte, da atividade de dois tipos celulares principais, caracteristicos do
tecido 6sseo: os osteoblastos e os osteoclastos (VIEIRA, 2005).

Os osteoblastos sintetizam e mineralizam a matriz protéica com cristais de

hidroxiapatita, enquanto os osteoclastos promovem a reabsor¢cdo &ssea,

mantendo assim uma constante remodelagao tecidual. Um terceiro tipo celular, os

10
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ostedcitos, derivados dos osteoblastos, sdo metabolicamente menos ativos e sua
funcdo é menos conhecida (VIEIRA, 2005).

A remodelagdo 6ssea € um processo que ocorre em todo o esqueleto, ao
longo da vida, permitindo que o mesmo seja continuamente renovado. Ocorre por
meio de dois ciclos intimamente acoplados: reabsorcdo e formagao (JORGETTI,
2005). Os processos de formacdo e reabsorcdo ésseas sao estreitamente
acoplados, e seu ponto de equilibrio determina a massa esquelética em qualquer
momento do tempo de vida (COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000).

Assim, durante o crescimento e maturagdao esquelética (em torno de 20
anos) ocorre um acumulo ésseo de calcio na proporcdao de 150mg/dia,
prevalecendo o processo de deposicao deste mineral através da sobreposicao da
acao dos osteoblastos sobre os osteoclastos. Posteriormente, quando o individuo
entra na idade adulta, entre 20 e 50 anos ou até a mulher entrar na menopausa,
ocorre um equilibrio entre os processos de absor¢cdo e reabsorcdo, estando o
numero e atividade dos osteoblastos e osteoclastos na mesma proporgao. A partir
dos 50 anos de idade ou nas mulheres apdés a menopausa, 0 processo de
remodelacdo déssea se torna negativo, ou seja, a agcdo dos osteoclastos se
sobrepbe aos osteoblastos, causando a perda Ossea associada ao
envelhecimento. Com isso, ocorre um aumento do risco de fraturas em ambos os

sexos, porém, particularmente em mulheres (CASHMAN, 2002).

A massa 06ssea maxima € atingida durante o inicio da idade adulta (25
anos) e sua magnitude é determinada principalmente por fatores hereditarios, bem
como, a atividade fisica, forga muscular, dieta e estado hormonal (RANZI; VINAY;
TUKER, 2000). O calcio é um substrato essencial para formagdo da massa 6ssea
(RUSSO, 2001).

11
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Sendo assim, o consumo adequado de calcio é um fator critico para se
alcangar um 6timo pico de massa 6ssea e modificar a proporgédo de perda éssea

fisioldégica associada ao envelhecimento (NIH, 1994).

2.1.6 Osso

Os o0ssos sao definidos como pecas rigidas, de numero, coloracao e formas
variaveis e que, em conjunto, constituem o esqueleto (DANGELO; FATTINI, 2003).
Bioquimicamente, é definido por uma mistura especial de matriz orgéanica (35%) e
elementos inorganicos (65%). O componente inorganico, hidroxiapatita de calcio €
o mineral que confere forga e resisténcia aos 0ssos, sendo o reservatorio de 99%
do célcio corporal, 85% do fésforo corporal e 65% do sédio e magnésio corporais.
Ja o componente orgéanico inclui as células do osso (células osteoprogenitoras,
osteoblastos e ostedcitos) e as proteinas da matriz (COTRAN; KUMAR; COLLINS,
2000).

Ha dois tipos principais de 0ssos — 0 0sso trabecular, que esta presente
particularmente nas vértebras (onde constitui aproximadamente 50% destas) e
nas epifises dos ossos longos, caracterizando-se por ter uma estrutura mais
esponjosa; € o 0sso cortical, que € o principal componente de ossos tubulares
longos e caracteriza-se por ser compacto e rigido. Mas, ndo ha limites precisos
entre os dois tipos de tecido 6sseo, porque as diferencas entre eles dependem da
quantidade relativa de matéria sélida e do nimero e tamanho dos espagos de
cada um (VELOSO; XIMENES, 2001) (Figura 2).
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Figura 2. Imagem de osso longo, tendo como exemplo o umero. Corte longitudinal.
(BRITO; FAVARETTO, 1997).

Em individuos adultos a remodelagdo 6ssea € de aproximadamente 25%
para 0 0sso trabecular e de 3% para o 0sso cortical, sendo que o0 osso trabecular
apresenta uma maior relagcao superficie/volume e é metabolicamente mais ativo
(RIGGS; MELTON, 1995).

Assim, os 0ssos constituem um tecido metabolicamente ativo que sofre um
processo continuo de renovacao e remodelacdo (VIEIRA, 2005). A remodelagéao
O0ssea € um processo que ocorre em todo o esqueleto, ao longo da vida,

permitindo que o mesmo seja continuamente renovado. Ocorre por meio de dois
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ciclos intimamente acoplados (reabsorgao e formagéo), determinado pela classica
seqliéncia: ativagao, reabsorcdo e formacdo. Apds a ativagdo, os osteoclastos
formam a lacuna de reabsorcdo. Uma vez terminada esta fase, os pré-
osteoblastos migram para a cavidade, diferenciam-se em osteoblastos e iniciam a
formagédo da nova matriz éssea. A mineralizagdo da matriz somente ocorre varios
dias ap6s sua sintese e, durante esse processo, alguns osteoblastos serao
enclausurados, transformando-se em ostedcitos. A esse conjunto de células
O0sseas e 0 0sso novo formado da-se o nome de unidade metabdlica 6ssea
(JORGETTI, 2005).

A remodelacado se faz através de hormodnios sistémicos, bem como por
algumas citocinas. Dentre os horménios pode-se citar: o paratorménio (PTH), a
1,25 diidroxivitamina D3 que atuam especificamente sobre a reabsorcdo 0ssea,
influenciando na atividade dos osteoclastos; e a calcitonina, um horménio
polipetidico endégeno que também inibe a reabsorgdo éssea mediada pelos
osteoclastos, porém , seu efeito € apenas transitério (LANNA; MONTENEGRO;
PAULA, 20083).

Dentre as citocinas que promovem a remodelacdo Ossea , estdo:
interleucina-1 a (IL-1), interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral-a (TNF-a),
fator de transformacdo do crescimento-a (TGF-a), e o fator estimulador de
colénia-1  (CSF-1), que atuam nos mecanismos de reabsor¢cdo &ssea
(KOBAYASHI; KIM; ITOH, 2005; TEITELBAUM, 2004). Por outro lado, a
interleucina-18, interferon-y e fator de crescimento tumoral- (TGF-B) sao citocinas
que impedem a reabsorcao éssea, favorecendo a mineralizagado (TEITELBAUM,
2004).

14
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2.2 Ferro

O ferro € o quarto elemento mais abundante na crosta terrestre e € um
nutriente essencial para praticamente todos os seres vivos. Seu estado de
oxidacdo, na maioria das formas naturais, é +2 (ferroso) ou +3 (férrico), sendo o
ion ferroso totalmente hidrossoluvel nos niveis fisiologicos de pH mas, na
presenca de oxigénio molecular, ele pode ser oxidado para o estado férrico
(MILLER, 1996).

Apesar de sua abundéncia, o ferro ndo é captado facilmente pelos
organismos vivos em razao da sua insolubilidade em agua, exceto em solucao
acida (MILLER, 1996). Embora outros metais de transicdo possam existir em
diferentes estados de oxidagao, o ferro € Unico em sua capacidade para formar
complexos com potencial redox (CARPENTER; MAHONEY, 1992).

Em seres humanos, a quantidade total de ferro no corpo varia com o peso,
a concentracao de hemoglobina, o sexo e o tamanho do compartimento de
armazenamento (FAIRBANKS, 2003). De acordo com Sharp, Tandy e Srai (2003)
o conteudo total de ferro em um adulto sadio € aproximadamente de 3,5 a 4g nas
mulheres e de 4 a 5g nos homens. Cerca de 30% do ferro corporal esta
armazenado sob forma de ferritina (20%) ou de hemossiderina (10%) e quanto ao
local, figado, medula 6ssea, bago, musculos e sangue. O ferro essencial ou
funcional estd compondo a hemoglobina (60%), a mioglobina (5%) e as enzimas
(5%). Ainda uma pequena parte (<0,1%) esté ligada a transferrina na circulagéo
(LATUNDE-DADA et al., 1998).

2.2.1 Mecanismos de absorcao, fisiologia e metabolismo do ferro

No individuo normal, as necessidades diarias de ferro sdo pequenas em
comparagao com o ferro circulante, pois somente é absorvido uma pequena

propor¢ao do total ingerido. A absor¢ao de ferro varia de acordo com a quantidade
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e o tipo de ferro presentes nos alimentos, o estado dos depésitos corporais do
mineral, das necessidades, da atividade eritropoiética e uma série de fatores
luminais e intraluminais que interferem ou facilitam a absorcdo (BARRIOS;
GOMEZ; DELGADO, 2000).

Nos alimentos, o ferro € encontrado como parte de dois grupos diferentes,
um na forma de ferro heme e outro de ferro ndo-heme. O tipo heme, forma parte
da hemoglobina, mioglobina, citrocromos e muitas outras hemoproteinas que sao
encontradas em alimentos de origem animal. O ferro do tipo nao-heme é
encontrado como hidroxido de ferro, sais de ferro ou proteinas férricas, nos
alimentos de origem vegetal, produtos lacteos e representa a maior parte do ferro
da dieta (BOCCIO et al., 2003).

A absorcdo do ferro no trato gastrintestinal acontece em 2 estagios
distintos: absor¢gdo do ferro heme, que fornecerd ferro para hemoglobina,
mioglobina e enzimas e absor¢éo do ferro ndo heme, destinado a todas os outros
compostos de ferro (LATUNDE-DADA et al., 1998; BENITO; MILLER, 1998)
(Figura 3).

Enterocito

E Transporte
F ativo
“sEntrada de Ligagao & Translocagio  ATF
o, Fokt apeferritina da farritina
A 3

Membrana da borda em Membrana basolateral

escova (microvilosidades) ou superficie serosa
ou superficie mucosa :

Figura 3. Modelo proposto para a absorcao de ferro (ANDERSON, 2002, p. 123).
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a) Absorcio do ferro ndo-heme: o ferro na forma férrica (Fe**) por agdo do acido
cloridrico do estdmago passa a sua forma reduzida, ferrosa (Fe?*), que é a forma
quimica soluvel capaz de atravessar a membrana da mucosa intestinal. A
absorcdo do ferro ndo-heme depende da solubilidade na parte alta do intestino
delgado (BARRIOS; GOMEZ; DELGADO, 2000); e € proporcional a quantidade de
inibidores e potenciadores da solubilidade (SHARP; TANDY; SRAI, 2003).

Algumas substancias como o acido ascorbico e certos aminoécidos podem
formar quelatos de ferro de baixo peso molecular, facilitando a absorcéo intestinal,
devido a existéncia de um receptor especifico na membrana da borda em escova.
No interior do citosol a ceruloplasmina oxida o ferro ferroso (Fe**) a sua forma
férrica (Fe>*) para que seja captado pela apotransferrina que se transforma em
transferrina. O ferro que excede a capacidade de transporte intracelular é
depositado como ferritina, da qual uma parte pode ser posteriormente liberada na
circulagcao (BARRIOS; GOMEZ; DELGADO, 2000).

b) Absorcao de ferro heme: este tipo atravessa a membrana celular como uma
metaloporfirina intacta, uma vez que as proteases endoluminais da membrana do
enterdcito hidrolisam a globina. Os produtos desta degradacdo sao importantes
para a manutencdo do ferro em estado soltvel, garantindo sua disponibilidade
para absorcao. O ferro heme representa uma pequena por¢ao de ferro total da
dieta, no entanto, sua absorcdo € maior (20-30%) e estd menos afetada por
componentes da dieta (BARRIOS; GOMEZ; DELGADO, 2000).

Em geral apenas uma pequena parte do ferro dietético é absorvido. Adultos
com estado férrico normal absorvem cerca de 15% do ferro heme, podendo atingir
absorcao de 35-50% em individuos cujos estoques de ferro é deficiente; quanto ao
ferro ndo-heme, a absorcdo € em torno de 2% podendo atingir 20% quando o
estado férrico esta deficiente (FAIRBANKS, 2003).

17



Revisdo de Literatura

A absorcao do ferro ocorre em todas as por¢gdes do intestino delgado;
predominantemente no duodeno e parte proximal do jejuno (GUYTON; HALL,
2002). No entanto, qualquer anormalidade no trato gastrointestinal pode alterar
sua absorcdo. A ma absorcao de ferro € comum depois de algumas cirurgias
gastrointestinais, como as ressec¢des gastricas (gastrectomias) (BOCCIO et al.,
2003).

2.2.2 Excrecao

A capacidade de excrecdo de ferro do organismo é muito limitada
(BARRIOS et al., 2000). As perdas de ferro ocorrem a partir do trato
gastrintestinal, pele e trato urinario. Dois tercos das perdas gastrintestinais sao
oriundas da descamacao das células da mucosa. Evidéncias tém mostrado que o
ferro pode ser excretado como ferritina, juntamente com o muco, a partir das
células globosas do duodeno e jejuno superior dos seres humanos. Nos individuos
normais, a célula epitelial do intestino contém quantidade variada de ferro, oriundo
da dieta e das reservas corporais. Apos dois a trés dias, as células sao
descamadas e o ferro é perdido nas fezes. O suor contém pouco ferro e as perdas
ndao aumentam em situagdes de sudorese elevada (DE ANGELIS; CTENAS,
1993).

A perda de ferro didaria em homens adultos é entre 0,90 e 1,5mg/dia, ou
aproximadamente 0,013mg/kg de peso corporal / dia. Destes, 0,35mg se perde
pela matéria fecal; 0,10mg através da mucosa intestinal (ferritina); 0,20mg pela
bile; 0,08mg por via urinéria e 0,20mg por descamagéao cutanea (BARRIOS et al.,
2000; FAIRBANKS, 2003). Importantes causas de perda de ferro sdo a doacéo de
sangue, hemorragias intestinais e infestacoes parasitarias (BIANCHI et al., 1992).
As mulheres na idade fértil estdo expostas a uma deplecao adicional de ferro que
acompanha a menstruacao (BARRIOS et al., 2000).
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O ferro excretado nas fezes é derivado do sangue perdido para dentro do
canal alimentar, do ferro inabsorvido na bile e de células mucosas intestinais
descamadas (FAIRBANKS, 2003).

2.2.3 Requerimento e ingestao de ferro

Sendo a excrecao de ferro muito restrita, o requerimento do nutriente deve
ser suficiente para repor as perdas pelas fezes que incluem o ferro ndo absorvido
da dieta e também a descamacéao celular do epitélio gastrintestinal, ou ainda a
perda através da pele e faneros e trato urinario (SCHULTINK; GROSS, 1996).

O ferro € um micronutriente da classe dos microminerais (elementos
tracos), que sdo necessarios em quantidades pequenas, tipicamente menos que
15mg/dia (WEAVER; HEANEY, 2003). A referéncia de consumo dietético de ferro
por dia esta descrita na Tabela 2.
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Tabela 2. Referéncia de consumo dietético de ferro por dia de acordo com a faixa
etaria — Dietary Reference Intake, (FOOD AND NUTRITION BOARD, 1998).

Faixa etaria RDA'/ AP’ (mg/dia) UL® (mg/dia)
Lactentes

0-6 meses 0,27* 40
7-12 meses 11 40
Criancas

1-3 anos 7 40
4-8 anos 10 40
Homens

9-13 anos 8 40
14-18 anos 11 45
>19 anos 8 45
Mulheres

9-13 anos 8 40
14-18 anos 15 45
19-50 anos 18 45
> 51 anos 8 45
Gestacao

<18 anos 27 45
10-30 anos 27 45
31-50 27 45
Lactacao

<18 anos 10 45
10-30 anos 9 45
31-50 anos 9 45

" RDA= Ingestdo Dietética Recomendada (Recommended Dietary Allowances)
2 Al= Ingestdo Adequada (Adequate Intake)

®UL= Limite Superior Toleravel de Ingestao (Tolerable Upper Intake Level)
"Valor de Al
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2.2.4 Deficiéncia de ferro

Sendo o ferro, componente essencial de varias enzimas, muitos érgaos ou
sistemas apresentam alteracdes funcionais e estruturais quando o organismo nao
recebe suficiente aporte do nutriente. A deficiéncia de ferro tornando-se severa
podera provocar alteracées na estrutura e funcbes dos tecidos epiteliais, em
especial da boca, lingua e estbmago e ainda, reducao da resposta imunolégica,
visto que é essencial para o desenvolvimento e integridade do tecido linféide,
ocorrerao alteragcdes de termoregulacdo devido a reducdo significativa de
horménios tireoideanos (BRUNKEN; SZARFARC, 1999).

A organizagdo mundial da saude (OMS), em 1968, definiu o termo anemias
nutricionais como “uma condicao na qual o conteudo de hemoglobina do sangue
esta abaixo do normal como resultado da deficiéncia de um ou mais nutriente
essencial, considerando a causa a cada deficiéncia”. Sendo os pontos de corte
recomendados para a definicdo da anemia: <11,5 g/dL para criancas de 7 a 11
anos; <12,0 g/dL para criancas de 12 a 14 anos; <13,0 g/dL para homens maiores
de 15 anos e <12g/dL para mulheres maiores de 15 anos. Um quadro severo de
anemia € diagnosticado sempre que a concentracdo de hemoglobina for inferior a
9,5 g/dL. A partir disso uma série de estudos administrados pela OMS foram
realizados com o objetivo de determinar os diferentes tipos de deficiéncia, e
conclui-se que a deficiéncia predominante era a de ferro chegando a ser cerca de

10 vezes mais alta que a do folato ou vitamina Bi».

De acordo com alguns autores a deficiéncia de ferro € o maior problema
nutricional de saude publica, e € de ordem econémica e educacional, de paises
desenvolvidos e em desenvolvimento (PAIVA; RONDO; GUERRA-SHINOHARA,
2000; STOLTZFUS, 2001). Esta é provocada pela deficiéncia de ferro no
organismo e se apresenta como uma diminuigdo do numero de glébulos
vermelhos. Aproximadamente 20% das mulheres, 50% das mulheres gravidas e

3% dos homens apresentam deficiéncia de ferro; as principais causas desta
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deficiéncia sdo: escasso aporte de ferro dietético, anormalidades do trato

gastrointestinal e perda de sangue (BOCCIO et al., 2003).

O estagio inicial de deficiéncia de ferro é chamado deplegao de ferro e
caracteriza-se pela reducao das reservas de ferro. A concentragdo de ferro sérico
e hemoglobina, porém sado normais. O estagio a seguir € denominado deficiéncia
de ferro sem anemia, o qual apresenta eritropoiese normocitica deficiente de ferro;
0s niveis séricos de ferro e a saturacao da transferrina, porém estardo diminuidos.
O ultimo estagio da deficiéncia nutricional de ferro é a anemia ferropriva
propriamente dita em que a concentracdo sérica de ferro e a saturagdo da
transferrina estdo reduzidas. Os valores de hemoglobina e hematdcrito também
estao reduzidos e os indices hematimétricos VCM (Volume Corpuscular Médio),
HCM (Hemoglobina Corpuscular Média) e CHCM (Concentracao de Hemoglobina
Corpuscular Média), abaixo dos niveis normais sdo caracteristicos de células
microciticas e hipocromicas (PAIVA; RONDO; GUERRA-SHINOHARA, 2000).

Visto que a caréncia nutricional de ferro instala-se gradual e
progressivamente, a avaliacdo do estado corporal do nutriente pode ser realizada
através de parametros bioquimicos e hematolégicos, os quais devem ser
analisados juntos. A escolha dos parametros deve ser feita de maneira rigorosa,
considerando caracteristicas tanto intrinsecas quanto extrinsecas da populagéao
(PAIVA; RONDO; GUERRA-SHINOHARA, 2000;).

De acordo com Worwood (1997) o estado de ferro corporal pode ser
estimado através da avaliagdo do conteudo de ferro funcional que compreende
concentragcdo de hemoglobina, indices hematimétricos (VCM e HCM),
protoporfirina eritrocitéria, ferritina eritrocitaria e receptor de transferrina sérica;
ferro tecidual que compreende ferro sérico, capacidade total de ligacao de ferro e
saturacdo de transferrina e ferro estocado, compreendendo flebotomia

quantitativa, ferro contido no figado e medula 6ssea e ferritina sérica.
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A concentracado de hemoglobina é o parametro universalmente utilizado na
avaliacao do estado férrico, embora este parametro apresente alteracdes somente
no estagio final da deficiéncia de ferro. O uso isolado da concentracdo de
hemoglobina pode ndo garantir especificidade e sensibilidade suficientes para
julgar a deficiéncia (PAIVA; RONDO; GUERRA-SHINOHARA, 2000;). Segundo
Cook e Finch (1979), quando outros indicadores sdo considerados em conjunto
com a concentragdo de hemoglobina, a prevaléncia da deficiéncia de ferro e
anemia aumentaria de modo significativo. Os autores concluiram que pelo menos

outros dois indicadores deveriam ser também utilizados.

Haas e Brownlie (2001), realizaram estudos em animais e humanos e
demonstraram que as deficiéncias de ferro seja leve, moderada ou severa,
causam alteracbes da capacidade aerdbica, eficiéncia energética, atividade
voluntaria e produtividade.

2.3 Sistema Digestorio

A manutencdo do bom estado nutricional necessita, obrigatoriamente, da
disponibilidade de todos os nutrientes, além de ser necessario que as suas
quantidades sejam adequadas as necessidades do corpo naquele momento. Para
0 organismo receber esses nutrientes € necessario, e igualmente importante, que
os alimentos possam ser ingeridos e que a digestao e a absorgcédo se processem
normalmente, além de que a incorporacao e/ou conversao desses alimentos nos
tecidos deve ocorrer harmonicamente. Nesse processo, sistema digestério é parte
fundamental (PAPINI-BERTO; BURINI, 2001).

As funcbes do sistema alimentar incluem o recebimento, maceracdo e

transporte das substancias ingeridas; secrecao de enzimas digestivas (acidos,

muco, bile e outros materiais); digestdo de géneros alimenticios ingeridos;
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absorcdo e transporte dos produtos da digestdo, armazenamento e excregao
(GUYTON; HALL, 2002).

O trato alimentar constitui uma estrutura tubular que se estende a partir da
orofaringe posterior até o anus. Consiste em quatro segmentos contiguos:
eso6fago, estdmago, intestino delgado e célon (KLEIN et al., 2003).

2.3.1 Estomago

O estbmago constitui um 6rgao assimétrico que se estende a partir da
juncao gastroesofagiana na cérdia até a jungado gastroduodenal no piloro (SHILS
et al., 2003) (Figura 4). O estébmago proximal inclui o fundo e a parte superior do
corpo e o estdbmago distal compreende a porgao inferior e o antro. O piloro é um
esfincter situado na jungao do antro com o bulbo duodenal. Ele regula o fluxo de

conteudos intraluminais do estémago para o duodeno (STENSON, 2003).

Além da funcdo de reservatério do alimento (PAPINI-BERTO; BURINI,
2001), o estdbmago também fragmenta o alimento em particulas menores pela
acao da musculatura antral e libera o contetudo géastrico para o duodeno de uma
maneira regulada; apresentando estas particulas ao intestino em uma velocidade
que facilite a digestdao e a absorcdo, permitindo uma mistura maxima com as
secrecOes pancredticas e biliares, e maior tempo de contato com a mucosa do
intestino delgado (STENSON, 2003).

O alimento é processado no estbmago por mistura e formagédo do quimo,
quimicamente pela secregdo de pepsina, de acido cloridrico e do fator intrinseco A
secrecao gastrica facilita a digestao de nutrientes (SCHUBERT, 2003). Qualquer
alteragcdo das suas fungdes pode levar a danos no processo de digestéo,
prejudicando no delgado a absor¢cédo dos nutrientes (PAPINI-BERTO; BURINI,
2001).
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Figura 4. Estrutura anatbmica do estbmago humano (GUYTON; HALL, 2002)

Além disso, o estbmago é fonte do fator intrinseco, uma proteina necessaria
para absor¢do de vitamina Bi2 no ileo. Pacientes submetidos a gastrectomia
necessitam de administragdo parenteral de vitamina B2 para compensar a ma
absorcdo dietética decorrente da auséncia de fator intrinseco. E importante
ressaltar também, que em pacientes com gastrectomias (resseccao gastrica), a
maior morbidade ndo esté relacionada com a auséncia do estémago como érgao
digestivo, mas na verdade, com a auséncia do estbmago como reservatério de
alimentos e regulador do fluxo de alimento ingerido para o intestino delgado
(STENSON, 2003).

2.3.2 Cancer Gastrico

Céancer € uma designacao genérica de qualquer tumor maligno; formado
pela multiplicagdo desordenada de células de um tecido ou de um 6rgdo. O tecido
canceroso € formado por divisdes celulares (mitoses) anormais, formando uma
estrutura anarquica, em que nenhuma regularidade de disposi¢cao ou de relagédo
existe. Esse tecido penetra por meio de mdltiplas rupturas nos tecidos vizinhos,

invadindo-os. Por fim, algumas células destacam-se da massa tumoral e pela

25



Revisdo de Literatura

circulagdo sanguinea e linfatica irdo implantar-se em pontos mais ou menos
distantes, formando outros tumores (metastases), cuja estrutura anarquica
reproduz a do tumor primitivo (TEIXEIRA; NOGUEIRA, 2003).

A tumorigénese gastrica, assim como de outros érgaos, é processo de
multiplas etapas que, clinicamente, pode manifestar-se como gastrite, atrofia
gastrica, ulceragdes, metaplasia intestinal, displasias e, finalmente, como
neoplasia maligna. Essas condigbes usualmente s&o sequenciais e ocorrerem
num periodo longo, como resultado da exposi¢do a uma variedade de fatores
enddégenos e exdgenos (CESAR et al., 2002).

O céncer de estbmago é o 6° tipo de cancer de maior incidéncia no Brasil,
onde cerca de 65% dos pacientes diagnosticados tem mais de 50 anos. O pico de
incidéncia se da em sua maioria em homens, por volta dos 70 anos de idade
(INCA, 2006).

A ocorréncia do cancer gastrico vem sendo associada a exposicao de
fatores intrinsecos decorrentes da constituicdo genética e a fatores extrinsecos,
como o uso de dietas com altas concentracoes de cloreto de sddio, nitratos,
nitritos contidos em alimentos defumados e frituras (TEIXEIRA; NOGUEIRA,
2003). Quanto ao tabagismo, alguns estudos prospectivos mostram discreto risco
aumentado entre os fumantes (NOMURA et al., 1990; KNELLER et al., 1991;
BRITO, 1997). Considerando-se o consumo de alcool, alguns trabalhos
demonstram risco elevado para céncer de estébmago (HOEY et al.,, 1981;
JEDRYCHOWSKY et al., 1986; BRITO, 1997).

2.3.2.1 Gastrectomias e suas consequéncias

A cirurgia de resseccao gastrica (gastrectomias) de parte ou de todo o
estbmago, além de permitir ao paciente um alivio dos sintomas, é praticamente a
Unica forma de tratamento do céncer gastrico (INCA, 2006). Infelizmente, a
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maioria dos pacientes procura recurso médico tardiamente, quando mais de 10%
deles ja sdo inoperaveis (CESAR; SILVA; TAJARA, 2002).

A quimioterapia e a radioterapia sdo considerados tratamentos secundarios,
ou seja, tem lugar apenas como coadjuvante da cirurgia ou como medida paliativa
(ABIB, OLIVEIRA; KOIFMAN, 1997).

Na gastrectomia parcial o transito gastrointestinal é refeito por meio de
anastomose com o duodeno (BILLROTH I-Bl) ou jejuno (BILLROTH II-BIl). Na
retirada parcial ou total do estémago ha remocao de todo o antro e consequente
diminuicdo na secrecao de acido cloridrico (HCI) e do fator intrinseco (PAPINI-
BERTO; BURINI, 2001).

Ap6s a gastrectomia, a ingestdo, a fungdo digestiva do estbmago e
duodeno e os processos de absorcao ficam diminuidos (PAPINI-BERTO; BURINI,
2001).

A auséncia de acidez gastrica posterior a cirurgia pode afetar a absorgao de
célcio, pois é um fator importante para a solubilizagdo dos sais de calcio nao
soluveis (HARA; SUZUKI; AOYAMA, 2000). Depois da resseccao gastrica a perda
do conteudo mineral do osso € acelerada e se torna mais pronunciada com o
passar do tempo (PRISCO; LEVINE, 2005). A osteomalacia e osteoporose sao
complicagbes bem reconhecidas em pacientes que tiveram ressecgdo gastrica
(ZITTEL et al., 1997; PRISCO; LEVINE, 2005). Alguns estudos demonstraram que
a gastrectomia total em ratos diminui notavelmente a absorcdo de calcio ndo
soluvel e célcio 6sseo (OTHA et al., 1998a; HARA ; SUZUKI; AOYAMA, 2000).
Segundo Schélmerich (2004), a reducao do contedado mineral como consequiéncia
da gastrectomia parcial ou total tem sido descrita por varios autores e A deficiéncia
de calcio e as desordens dsseas acometem cerca de 30% dos pacientes apos a

gastrectomia.
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A absorgédo do ferro também pode ser prejudicada apds a gastrectomia,
visto que ele é absorvido no duodeno e necessita do acido cloridrico para manter-
se na forma ferrosa que € melhor absorvida (OHTA et al., 1998b). De acordo com
Schélmerich (2004) a deficiéncia de ferro acontece em até 70% dos pacientes
gastrectomizados. A anemia € uma complicacdo bem comum depois da ressecc¢ao
gastrica (SHIGA, et al., 2003), podendo acontecer em até 75% desses pacientes
(SCHOLMERICH, 2004).

Alguns alimentos funcionais, principalmente determinados tipos de
oligossacarideos como galactooligossacarideos (GOS) e fructooligossacarideos
(FOS), tém sido sugeridos como estimuladores da absorcdo de minerais,
favorecendo assim o seu balango positivo (SCHOLZ-AHRENS; SCHREZENMEIR,
2002).

2.4 Alimentos funcionais e prebioticos

O termo Alimentos Funcionais foi inicialmente proposto no Japao, em
meados de 1980, principalmente em fungdo de uma populagdo sempre crescente
de idosos e da preocupacao, tanto da populagdo em geral como do governo, na
prevencao das doencas cronicas e degenerativas (ARAI, 1993).

Uma definicdo abrangente de alimento funcional seria qualquer alimento,
natural ou preparado pelo homem, que contenha uma ou mais substancias,
classificadas como nutrientes ou ndo-nutrientes, capazes de atuar no metabolismo
e na fisiologia humana, promovendo efeitos benéficos a saude, podendo retardar o
estabelecimento de doencas crbnicas e/ou degenerativas e melhorar a qualidade
e a expectativa de vida das pessoas. Sdo efeitos que vao além da funcéo
meramente nutricional ha muito conhecida, qual seja, a de fornecer energia e
nutrientes essenciais em quantidades equilibradas, para a promocado do
crescimento normal e evitar desequilibrios nutricionais (SGARBIERI; PACHECO,
1999).
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O termo prebibtico é aplicado a substancias que promovem o crescimento
de microrganismos benéficos (SGARBIERI; PACHECO, 1999). Os prebibticos séo
ingredientes alimentares ndo digeriveis que podem ser utilizados no metabolismo
de bactérias intestinais. As substancias prebitticas como polidextrose (JIE et al.,
2000), lactulose, lactitol, xilitol, inulina e alguns oligossacarideos nao—digeriveis
estimulam o crescimento das bifidobactérias do colon. As alegacbes benéficas
incluem o alivio da ma-digestao de lactose, o aumento da resisténcia a infec¢ao
bacteriana, o estimulo a resposta imune e a possivel protecao contra o cancer
(ZUBILLAGA et al., 2001). Os efeitos benéficos podem incluir a diminuigdo do
risco das doencas intestinais, cardiovasculares, diabetes nao insulino dependente,
obesidade e osteoporose (MANNING; GIBSON, 2004).

Segundo Manning e Gibson (2004), alguns critérios devem ser
considerados para classificar um alimento como prebidtico: 1) ndo deve sofrer
hidrélise ou absorcdo no intestino delgado; 2) quando atingir o célon deve ser
metabolizado seletivamente por nimero limitado de bactérias benéficas; 3) deve
ser capaz de alterar a microflora colénica para uma microflora bacteriana
saudavel; 4) ser capaz de induzir efeito fisiologico que seja importante para a

salde.

2.4.1 Galactooligossacarideo (GOS)

Os oligossacarideos sao agucares encontrados como componentes
naturais em muitos alimentos como frutas, vegetais, leite e mel. Alguns destes ndo
apresentam s6 a funcdo nutricional ou de adocante, mas também exibem
atividades fisiologicas, sendo assim denominados de ingredientes funcionais
(NAKANO, 1998).

Sao geralmente definidos como glicosideos que possuem entre 3 e 10
hexoses simples ligadas e contém freqlentemente niveis baixos de

monossacarideos e dissacarideos ou polissacarideos (MURPHY, 2001). Eles
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podem estar presentes naturalmente nos alimentos, ou podem ser produzidos
através da biossintese de hexoses naturais ou polissacarideos e podem ser
adicionados nos produtos alimentares devido as suas propriedades nutricionais ou
caracteristicas sensoriais (DELZENNE, 2003). Os sacarideos (carboidratos)
promovem modificacdo no sabor e nas caracteristicas fisico-quimicas, e ainda
apresentam propriedades benéficas para a saude do consumidor (CRITTENDEN;
PLAYNE, 1996).

Os carboidratos que participam da dieta sédo classificados pela massa
molecular e pelo grau de polimerizagdo (GP) em monossacarideos,
oligossacarideos (GP=2-10) e polissacarideos (GP>10). Outro tipo de
classificacdo, baseada nas propriedades fisiol6gicas, é quanto a ser digeriveis ou
nao digeriveis. Nesse caso ha trés tipos principais de carboidratos nao digeriveis:
os polissacarideos ndo amidicos, os amidos resistentes e os oligossacarideos néao
digeriveis (NDOs) (VORAGEN, 1998).

Na Figura 5 esta representado o comportamento dos oligossacarideos nao-
digeriveis (NDOs) no trato digestério humano.
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Figura 5. Comportamento dos oligossacarideos nao-digeriveis no trato digestorio

humano. Fonte: http://www.geocities.yahoo.com.br/anutricao

Os galactooligossacarideos (GOS) também estdo incluidos entre os
oligossacarideos nao-digeriveis (NDOs). Os GOS sdao compostos por moléculas
de galactose ligadas a lactose, sendo formados de tri a hexassacarideos com 2-5
unidades de galactose unidas por ligacdes B (SAKO; MATSUMOTO; TANAKA,
1999). Sua producao ocorre por via bioquimica, quando a (-galactosidase age
como uma enzima hidrolitica e também como uma enzima de condensacao, neste
caso, denominada de reacdo de transgalactosilacdo (PRENOSIL; STUKGR;
BOURNE, 1987).

Na Figura 6 esta representado a estrutura molecular do
galactooligossacarideo.
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Figura 6. Estrutura do galactooligossacarideo (TUNGLAND; MEYER, 2002).

Os galactooligossacarideos apresentam configuracdo B e as enzimas
digestivas gastrointestinais humanas sao principalmente especificas para ligacoes
a , sendo entdo, resistente a digestao e absor¢ao no intestino, atingindo o ceco e
o coOlon onde sao fermentados por bactérias (TOMOMATSU, 1994).

Um dos produtos finais da fermentag@o de carboidratos por bactérias séo
os acidos graxos de cadeia curta (SCFA). Estes sao eficientemente absorvidos
estimulando a motilidade intestinal e a absorcdo de sais e agua. Estudos em
animais, claramente demonstraram que o aumento dos SCFA diminui o pH
intestinal aumentando a solubilidade do célcio (SHIKAWA et al., 1995).

Os GOS sao definidos como compostos que ndao sao metabolizados pelo
hospedeiro e alcangam o intestino para serem metabolizados por bifidobactérias.
A suplementacdo da dieta com estes fatores resulta em um aumento na
ocorréncia e no numero de bifidobactérias, e inibem o crescimento de bactérias

patogénicas, putrefativas ou organismos que causam producao excessiva de gas
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(MODLER, 1994). Nao apresentam toxicidade e somente é conhecido como efeito
adverso a diarréia, quando os GOS sdo consumidos em excesso, sendo a dose
estimada em 0,3-0,4g/kg de peso corpéreo (SAKO; MATSUMOTO; TANAKA,
1999).

Assim a ingestdao de GOS promove a proliferacdo de bifidobactérias e
reducdo das bactérias deterioradoras, conseqlentemente ocasionando efeitos
benéficos para a saude humana como: reducao de metabdlicos toxicos e com isto
uma desintoxicacao do figado; prevencdao de diarréias patogénicas, devido a
producdo de &acidos graxos de cadeia curta pelas bifidobactérias; auxilio em
processos de constipacdao; aumento de tolerancia a lactose e além disso, a
ingestao de GOS aumenta a mineralizagao 6ssea e a resisténcia contra fraturas,
devido a estimulacdo da absorcdo de calcio, podendo reduzir os riscos de
osteoporose (BROUNS; VERMEER, 2000). Segundo Chonan e Watanuki (1995),
a absorcao de calcio em ratos foi estimulada pela alimentagcao com GOS.

2.4.2 Polidextrose

A polidextrose (Figura 7) é um polissacarideo sintetizado pela polimerizacao
aleatéria da glicose, na presenca de quantidades menores de sorbitol € um
catalizador &cido (aproximadamente 90:10:1, respectivamente), sob alta
temperatura e vacuo parcial (JIE et al., 2000).

As ligacoes aleatérias do polimero de polidextrose impedem que as
enzimas digestivas hidrolisem a molécula (MURPHY, 2001). Assim, a polidextrose
e dificilmente digerida no intestino delgado apds administracdo oral, com
aproximadamente 60% dela sendo excretada nas fezes e 30% fermentada no
intestino grosso pela microflora intestinal produzindo acidos graxos volateis e CO»
(YOSHIOKA; SHIMOMURA; SUZUKI, 1994).
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Figura 7. Estrutura da polidextrose (CRAIG et al., 1998).

Jie e colaboradores (2000) demonstraram que os efeitos fisiologicos da
polidextrose sdo concordantes com os causados pelas fibras dietarias. Segundo
Hara, Suzuki e Aoyama (2000) a polidextrose € uma fibra dietética pouco
fermentavel, com apenas 1 Kcal/grama, muito estavel, de baixa viscosidade e

amplamente distribuida.

A polidextrose € fermentada parcialmente no intestino grosso, aumentando
o volume de massa fecal, reduzindo o tempo de transito, suavizando e diminuindo
o pH do bolo fecal. Essa fermentagdo conduz ao crescimento de microflora
favoravel, redugdo da microflora putrefativa, maior producdo de acidos graxos de
cadeia curta e a supressao da producao de metabdlitos carcinogénicos (JIE et al.,
2000). O intestino grosso possui capacidade de absor¢cdo de calcio e a
fermentacao microbiana apos a ingestdao de materiais fermentaveis € considerada
0 mecanismo responsavel pelo incremento da absor¢cdo de calcio no intestino
grosso (HARA; SUZUKI; AOYAMA, 2000).

Em estudo com humanos a polidextrose favoreceu a funcao intestinal e
melhorou a facilidade de defecacdo. Além disso, inibiu a absor¢do excessiva de
glicose no intestino delgado e a fermentacao no intestino grosso produziu acidos
graxos de cadeia curta favorecendo a reducdo do pH do intestino. Portanto, a
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ingestao diaria de 4-12g de polidextrose melhora a fungéo fisiolégica sem produzir
efeitos adversos (JIE et al., 2000).

Em estudo com animais, a ingestdo de polidextrose (59/100g de dieta)
incrementou a concentragcado de calcio nos 0ssos de ratas normais, 0 que pode ser
relevante para diminuir o risco de osteoporose (HARA; SUZUKI; AOYAMA, 2000).

No entanto é possivel identificar componentes e/ou ingredientes funcionais
dos alimentos que pode influenciar positivamente a absor¢cdo do calcio
(KENNEFICK; CASHMAN, 2000), e de ferro (OHTA et al., 1998b) a fim de
assegurar uma melhor biodisponibilidade (KENNEFICK; CASHMAN, 2000).

35



Revisdo de Literatura

36



Objetivos

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

» Avaliar o efeito da suplementagédo da dieta com galactooligossacarideo

e polidextrose na absor¢ao de célcio e ferro em ratos gastrectomizados.

3.2 Objetivos Especificos

= Determinar o calcio sérico.

= Determinar o célcio urinario.

= Determinar o contetdo de célcio nas amostras de fezes (mg/gfezes).

» Determinar a absorgao aparente de calcio.

» Analisar o conteudo de calcio no fémur dos animais.

» Determinar a atividade da fosfatase alcalina éssea.

= Determinar o conteudo de ferro nas amostras de fezes (mg/gfezes).

» Determinar a absorcéao aparente de ferro.

» Determinar hematdcrito, hemoglobina, volume corpuscular médio e
hemoglobina corpuscular média.

=  Determinar o ferro sérico.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais para experimentacao

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar “S.P.F. — Specific Pathogen
Free”, albinos, machos, jovens, com peso médio de 100g, provenientes do Centro
Multidisciplinar para Investigacao Bioldgica (CEMIB) da Universidade Estadual de
Campinas — UNICAMP.

4.2 Dietas experimentais

A racao oferecida para os animais até eles atingirem 2509 foi a Nuvilab CR-

1 (NUVITAL®) comercial, ndo purificada e de férmula fechada.

Durante a fase experimental as dietas oferecidas foram elaboradas
conforme o “American Institute of Nutrition” (REEVES; NIELSON; FAHEY JR,
1993), AIN-93M (Tabela 3), com concentragdo de proteina bruta de 12% (GOENA
et al., 1989).

A caseina utilizada como fonte protéica foi da Plury Quimica Ltda, Diadema,
Sao Paulo, lote: 90102, fabricada pela Naarden Agro Products-Holland. O amido
de milho, proveniente da Corn Products Brasil, Amisol® 3408, lote: 3015357297; o
amido dextrinizado da Corn products Brasil, MOR-REX® 1910, lote: 3015353114.
A sacarose da refinaria Unido © ; o 6leo de soja da marca Liza®; a fibra celulose de
Microal®, Microcrystalline Cellulose NF-9201, Iote:029/05. A L-cistina Synth
C1027.01.AE, lote: 85349; o Bitartarato de Colina marca Sigma® C1629; o
Tertibutilhidroquinona marca Sigma® B9161; a mistura mineral e vitaminica
(Tabela 3 e 4) foram provenientes de M. Cassab Comércio e Industria Ltda, UFF
4220 e UFF 5788, respectivamente.
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A polidextrose (POLI) foi gentiimente doada pela Danisco Brasil Ltda —
Refined polydextrose powder FCC-104585-V58250P. O Galactooligossacarideo
(GOS) foi gentilmente doado pela Yakult Industria e Comércio com 50-55% de

oligossacarideo, lote:YPSO705F, fabricado no Japao.

Tabela 3. Composicao das dietas formuladas (g/kg) de acordo com a AIN-93M,
(REEVES; NIELSON; FAHEY JR, 1993).

Ingredientes prekS)iec':tTi]co* Gos 5%** Poli 5%*** ng) ?fféiﬁl
Amido 465,692 465,692 465,692 465,692
Amido dextrinizado 155,000 155,000 155,000 155,000
Caseina 140,000 140,000 140,000 140,000
Oleo de soja 40,000 40,000 40,000 40,000
Fibra (celulose) 50,000 50,000 50,000 50,000
Sacarose 100,000 50,00 50,00 50,00
GOS 0,000 50,00 - 25,00
POLI 0,000 - 50,00 25,00
Mix mineral 35,000 35,000 35,000 35,000
Mix vitamina 10,000 10,000 10,000 10,000
L-cistina 1,800 1,800 1,800 1,800
Bitartarato de colina 2,500 2,500 2,500 2,500
Ter-butil-hidroquinona 0,008 0,008 0,008 0,008

*  Sem adicao de prebidticos

** Com galactooligossacarideos (5%)

*** Com polidextrose (5%)

**** Com galactooligossacarideo (2,5%) e polidextrose (2,5%)
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Tabela 4. Composicao da mistura mineral, adaptada de Reeves, Nielson e Fahey

Jr (1993).

Ingredientes o/kg
Carbonato de Célcio 357,00
Fosfato Monopotassico Anidro 196,00
Citrato de Potéassio 70,78
Cloreto de Sédio 74,00
Sulfato de Potéssio Anidro 46,60
Oxido de Magnésio Anidro 24,00
Fluoreto de Sodio Anidro 0,06
lodeto de Potéssio 0,01
Fumarato Ferroso 3,03
Sulfato de Zinco Monohidratado 2,40
Sulfato de Manganés Monohidratado 0,93
Sulfato de Cobre Anidro 0,43
Selenito de So6dio 0,01
Molibdato de Sodio Dihidratado 0,01
Excipiente QSP

Tabela 5. Composicdo da mistura vitaminica, adaptada de Reeves, Nielson e

Fahey Jr (1993).

Ingredientes g’kg
Acido Nicotinico 3,00
Pantotenato de Calcio 1,60
Piridoxina 0,70
Tiamina Cloridrato 0,60
Riboflavina 0,60
Acido Folico 0,20
Biotina 0,02
Cianocobalamina 0,1% 2,50
Vitamina E 50% Acetato de Tocoferila 15,00
Vitamina A Palmitato 250.000Ul/g 1,60
Vitamina D3 P4 100.000Ul/g 1,00
Fitomenadiona 0,075
Maltodextrina QSP
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4.3 Ensaio biologico

4.3.1 Condicoes experimentais

Os animais foram mantidos em caixas coletivas (Figura 8a), e gaiolas
metabdlicas (Figura 8b), com &gua desionizada e alimentagcado sob o sistema de
livre acesso durante todo o experimento que foi realizado no Nucleo de Medicina e
Cirurgia Experimental (NMCE), Faculdade de Ciéncias Médicas — UNICAMP. A
temperatura e umidade relativa permaneceram em uma faixa de 22 + 1°C e 60-

70%, respectivamente, e com ciclo claro/escuro de 12 horas iniciando as 7:00 hs.

J0 l
Q%J —

(b)

Figura 8. Caixas coletivas (a) e gaiola metabdlica (b) de acordo com as condigcbes
experimentais/Laboratério de Enzimologia e Carcinogénese do Nucleo de
Medicina e Cirurgia Experimental da Faculdade de Medicina da UNICAMP.

4.3.2 Delineamento experimental

Os ratos foram obtidos com aproximadamente 100g e mantidos sob dieta
comercial no biotério do Laboratério de Enzimologia e Carcinogénese do Nucleo
de Medicina e Cirurgia Experimental da Faculdade de Medicina da UNICAMP, até
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atingirem o peso ideal para o procedimento cirurgico (~ 250 g). Nessa fase, oito

animais foram sacrificados para a realizagédo das analises em tempo zero.

Tendo os ratos atingido o peso ideal para o procedimento cirdrgico, os
mesmos foram submetidos a gastrectomia a BILLROTH Il com Vagotomia
Troncular Anterior. O grupo Sham (falso operado) foi submetido a um estresse
cirurgico semelhante, onde a cavidade abdominal foi mantida aberta por
aproximadamente 45 minutos, tempo de duracao do procedimento cirurgico.

O experimento foi realizado dividindo-se os animais em oito subgrupos, de
acordo com o delineamento experimental (Figura 9), respectivamente, em grupo G
de animais gastrectomizados e grupo C, de animais controles (Sham). Cada
subgrupo foi nomeado de acordo com a dieta administrada:

G 1: Dieta formulada sem prebi6tico

G 2: Dieta formulada com Galactooligossacarideos (5%)

G 3: Dieta formulada com Polidextrose (5%)

G 4: Dieta formulada com Galactooligossacarideos (2,5%) + Polidextrose (2,5%)

C 1: Dieta formulada sem prebiético

C 2: Dieta formulada com Galactooligossacarideos (5%)

C 3: Dieta formulada com Polidextrose (5%)

C 4: Dieta formulada com Galactooligossacarideos (2,5%) + Polidextrose (2,5%)

O protocolo do estudo foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CEEA) da Universidade Estadual de Campinas —
UNICAMP - protocolo n? 839-1 (Anexo 1), sendo o trabalho conduzido dentro dos
padrdes éticos internacionais que visam eliminar todo o sofrimento desnecessario

ao0 ser vivo.
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Dieta comercial
até 250¢
(~30 dias)

84 ratos machos

'

Gastrectomizados
(n = 36)

I

G1 G2

(n=9)

~100 ¢
Sacrificados 8
> animais para
v analises em tempo 0
Procedimento
Cirdrgico
(n =76)
Sham
(n = 40)

Dieta Dieta
comercial comercial
(15 dias) (15 dias)
G4 C1 cz2 C3 C4

(n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (| (n=10)

Figura 9. Esquema do delineamento experimental do ensaio biolégico.

* Dietas formuladas (67 dias). G 1: Dieta formulada sem prebidtico; G 2: Dieta formulada com

Galactooligossacarideos (5%); G 3: Dieta formulada com Polidextrose (5%); G 4: Dieta formulada
com Galactooligossacarideos (2,5%) + Polidextrose (2,5%); C 1: Dieta formulada sem prebi6tico;
C 2: Dieta formulada com Galactooligossacarideos (5%); C 3: Dieta formulada com Polidextrose
(5%); C 4: Dieta formulada com Galactooligossacarideos (2,5%) + Polidextrose (2,5%).

44



Material e Métodos

4.3.3 Procedimento cirargico

O procedimento cirurgico realizado obedeceu rigorosamente 0s principios
da técnica cirargica especifica ja padronizada, bem como a anatomia do animal
(WAYNFORTH, 1980).

Apds atingirem 250g, os animais foram submetidos a cirurgia propriamente
dita. Os seguintes procedimentos foram adotados, obedecendo a ordem
discriminada abaixo:

a) Os animais foram mantidos em jejum de racdo durante aproximadamente 8
horas;

b) Foram anestesiados mediante injecdo endovenosa de tiopental sdédico
(75mg/kg de peso), e em seguida foram colocados em decubito dorsal sobre a
prancha de cirurgia, ficando presos e imdveis a mesma, sendo mantidos
anestesiados durante todo o processo cirurgico;

c) Tricotomia de toda a extensdo do abdome;

d) Assepsia do abdome com alcool iodado;

e) Colocagéao de campo esterilizado fenestrado;

f) Abertura da cavidade abdominal do animal, através de incisdo mediana desde o
apéndice xiféide até metade da distancia entre 0 mesmo e o seu quadril;

g) Colocagcdo de afastador autoestatico infantil para ampla exposicdo da sua
cavidade;

h) Procedimento cirdrgico: Gastrectomia a BILLROTH Il com Vagotomia Troncular
Anterior.

4.3.4 Gastrectomia a BILLROTH Il com Vagotomia Troncular Anterior

O procedimento cirurgico foi conduzido de acordo com a sequéncia descrita

a seguir:
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a) ldentificacdo do estdbmago do animal e da sua vascularizagdo na pequena e
grande curvatura. Isolamento dos vasos, pingamento, secgao e ligadura com fio de
algodao n® 3-0;

b) ldentificagdo dos vasos junto ao piloro e duodeno. Isolamento dos mesmos com
cuidado para nao lesar o parénquima pancreatico proximo, e a seguir pingamento,
secc¢ao e ligadura com fio de algodao n® 3-0;

c) Colocacao de pingas mosquito reto sobre o piloro e o estbmago; a seguir
ressecado com tesoura, a area correspondente ao antro do animal, completando
assim a gastrectomia;

d) Fechamento do coto duodenal, utilizando fio algodao n® 3-0. Extracdo de
excesso de parede esmagada pela pinga;

e) ldentificacdo de primeira alga intestinal a cerca de 10cm do piloro;

f) Abertura da alca intestinal, de cerca de 1cm de extensdo, no bordo
contramesenterial, com auxilio de tesoura;

g) Realizada a gastroenteroanastomose término-lateral no sentido isoperistaltico
da alga intestinal, utilizando fio de polipropileno n® 5-0, com sutura continua e
pontos extramucosos.

h) Identificagdo do nervo vago anterior junto ao es6fago e secgdo com tesoura,

completando assim a Vagotomia Troncular Anterior.

4.3.5 Materiais

Os materiais utilizados no procedimento foram:
a) Raspagem dos pélos: Maquina para tricotomia Oster® - Golden A5° -
Professional Collection 78005-010;
b) Anestesia: utilizou-se como anestésico tiopental sodico (75mg/kg de peso)
ABBOT (Lote 15-070-DK), sendo administrado através de injecao endovenosa;
c¢) Prancha de cirurgia com fixadores elasticos;
d) Materiais cirurgicos: porta agulhas infantil, pinca anatémica e dente-de-rato

delicadas, tesoura de Metzembaum delicada, tesoura reta, pingas mosquito curvas
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e retas, bisturi n® 4 contendo l&mina n® 23 e afastador abdominal autoestatico
infantil;

e) Fio PROLENE 5-0 — Polipropileno azul - N&o absorvivel - 75cm - Agulha 1/2 -
17mm — Ethicon - Jonhson & Jonhson® - Produtos Profissionais Ltda - Sd0 José
dos Campos - Sao Paulo - Brasil - Ref: 9556T; utilizado para as anastomoses
géstricas, cedido pela Jonhson & Jonhson®- Produtos Profissionais Ltda - S&o
José dos Campos - Sao Paulo — Brasil.

f) Fio POLYCOT 3-0 — Poliéster/algodao - Nao absorvivel - 45cm -Agulhal/2 -
26mm- Ethicon - Jonhson & Jonhson® - Produtos Profissionais Ltda- S0 José dos
Campos- Séo Paulo- Brasil — Ref: P23T, utilizado para secg¢éao e ligadura de vasos
e para o fechamento da parede abdominal do animal, gentilmente cedido pela
Jonhson & Jonhson®- Produtos Profissionais Ltda- S0 José dos Campos- S&o

Paulo- Brasil.

4.3.6 Cuidados pos-operatorios

Imediatamente apds o término do procedimento cirlrgico os animais foram
recolocados nas respectivas gaiolas, sendo permitido ingerir apenas agua durante
24 horas; nas 12 horas seguintes receberam solucao de cloreto de sodio (0,9%) e
glicose (5%) “ad libitum” e depois tiveram livre acesso a racao (Racao Comercial
Nuvital ®).

Quinze dias ap6s o procedimento cirirgico os animais passaram a receber

a dieta formulada (Tabela 3), conforme protocolo estabelecido.

4.3.7 Acompanhamento do consumo de dieta e ganho de peso dos

animais

A pesagem da dieta e dos animais foi feita em balanga semi-analitica digital
Filizola - Sao Paulo, com capacidade para 2.000g e sensibilidade de 1g.
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Durante a fase de crescimento, o ganho de peso dos animais foi verificado
uma vez por semana com o objetivo de identificar o peso adequado para o
procedimento cirargico (~ 250g). Nesse periodo nao foi monitorado o consumo de
racao.

No entanto, apds o procedimento cirirgico a monitoragcdo do consumo de
dieta, assim como a verificagcdo do ganho de peso dos animais foi a cada dois
dias. O consumo de racdo das gaiolas metabdlicas foi verificado por rato,
considerando uma média no periodo de 3 dias (tempo de permanéncia dos
animais nessa gaiola). Para a verificagcdo do consumo das caixas coletivas foi
realizado uma média de ingestdo por caixa, considerando as perdas de ragao
dentro da caixa.

4.3.8 Suplementacao de Vitamina B, (Cianocobalamina)

Devido a gastrectomia, os ratos receberam suplementagao de Vitamina Bz,
para a prevencao da anemia megaloblastica (Figura 10). A administragao foi por
via intramuscular com Cianotrat 5000 - Delta® Registro: M.S. n? 1.0440.0016.003-5
(Lote: 1042), na concentragao de (0,5mg/kg) a cada duas semanas, iniciando uma
semana depois da cirurgia (OHTA et al., 1998b). No grupo Sham (falso operado)
foi administrado cloreto de sédio 0,9%, Laboratério Sanobiol — Ltda (Lote: 06714).

(b)

Figura 10. Administracdo de Vitamina B12 no grupo gastrectomizado (a) e solucéo
fisiolégica no grupo Sham (b).
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4.4 Métodos analiticos

4.4.1 Composicao centesimal da racao comercial e da dieta formulada

A composicao centesimal da dieta foi realizada de acordo com as seguintes
metodologias:

4.4.1.1 Nitrogénio total e proteina: determinado pelo método microkjeldanhl,
segundo método descrito na AOAC (1990). Fundamenta-se na digestao acida da
amostra em presenca de catalisadores, formacao de amoénia, destilagdo em meio

bésico e titulagdo com solugéo padrao de acido cloridrico.

Foi pesado, aproximadamente 0,1g da amostra em papel manteiga e
posteriormente colocado num tubo de ensaio, em quadruplicata incluindo um
“branco” sem amostra no papel manteiga. Adicionou-se 1g de mistura catalisadora
(95% de K2SO4 e 5% de CuSQO4) e 4mL de HoSO4 concentrado; em seguida os
tubos foram colocados no bloco digestor, iniciando a digestdo com 50°C,
aumentando gradativamente a temperatura a cada 30min em 50°C até atingir
350°C, assim permanecendo por mais 4h até que o produto digerido ficasse
translicido. Apds resfriarem, os tubos contendo a amostra foram colocados no
aparelho de destilacéo, adicionando-se cerca de 15mL de solugdo de NaOH 50%
para neutralizagdo ao tubo contendo a amostra, até o aparecimento de precipitado
pardo escuro de 6xido de cobre e procedendo-se a destilacao até atingir o volume
de 100mL. O material destilado foi recebido em frasco Erlenmeyer de 250mL
contendo 15mL de solucao de acido bérico (concentrado), 300uL de indicador de
Andersen e titulado com solugéo de acido cloridrico 0,02N padronizado.

A quantidade de proteina foi calculada multiplicando-se a quantidade de

nitrogénio (calculada pelo teor de NHs) encontrado na amostra, pelo fator 6,25.

Esse fator ndo é fixo, é dependente do teor de nitrogénio presente em diferentes
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proteinas. Nas proteinas o teor de nitrogénio varia entre 13-19%, sendo que o
valor médio situa-se préximo de 16% (portanto, 100/16=6,25). Neste caso, foi
utilizado o fator 6,25 por ser um fator de conversao geral ja que a racao comercial

e a dieta formulada ndo tém um fator de conversao pré-deteminado.

4.4.1.2 Lipidios totais: foram determinados por gravimetria, conforme método
descrito por BLIGH DYER (1959), empregando-se como solventes: cloroférmio,

metanol e agua para extracao dos lipidios.

Foi pesado 2,2g de amostra, transferido para um tubo de 70mL, adicionado
10mL de cloroférmio, 20mL de metanol e 8mL de agua destilada. Logo depois, a
mistura foi agitada em agitador rotativo de tubos Phoenix AP22 por 30min e
adicionado 10mL de cloroférmio e 10mL de NaxSO4 1,5%; e em seguida agitado
manualmente por 2min e foram deixados em repouso até separar as camadas
naturalmente. A camada metandlica superior foi succionada e filtrada a camada
inferior em papel de filtro quantitativo contendo 1g de Na SO4 para o frasco

Erlenmeyer.

Foi medido exatamente 5mL do filtrado e transferido para um béquer de
50mL previamente tarado e aquecido em estufa. O solvente foi evaporado em

estufa a 100°C, esfriado em dessecador e foi pesado.

4.4.1.3 Umidade e solidos totais: foram determinados por gravimetria, de
acordo com os procedimentos descrito na AOAC (1990). Cerca de 2 g de
amostras foram pesadas em balanca analitica (AL500, Marte®, Sao Paulo-Brasil)
em placas de Petri previamente taradas. As amostras foram secas a 105 °C por 12
horas em estufa (Modelo 315 SE, Fanem-SaoPaulo-Brasil), sendo os pesos
determinados até peso constante. Os soélidos totais foram obtidos pela diferenga
entre o peso total da amostra e o conteddo em umidade.
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4.4.1.4 Residuo mineral (cinzas): foram determinados por gravimetria, de
acordo com o0s procedimentos descritos na AOAC (1990). Baseia-se na
determinagdo do residuo inorganico que permanece depois da incineracado da

amostra a 500-550 °C, com destruicdo da matéria orgéanica.

Os cadinhos de porcelana foram aquecidos em mufla a 250°C por 2h,
posteriormente foram transferidos para o dessecador para atingir a temperatura
ambiente; em seguida os cadinhos foram pesados em balanga analitica sendo
colocados 2g de amostra. As amostras foram carbonizadas na chama de um bico
de Bunsen, até cessar o desprendimento de fumaca; os cadinhos contendo as
amostras carbonizadas foram colocados novamente na mufla a 550°C por
aproximadamente 5h até obterem a coloragdo cinza clara; posteriormente os
cadinhos foram retirados, colocados em dessecador por 30 min e pesados até o
peso constante.

4.4.1.5 Carboidratos totais: estimados por diferenca, subtraindo-se de 100% a

soma dos valores obtidos para as determinacdes anteriores.

4.4.1.6 Calcio e ferro: Foram determinados em laboratério especializado
Biominerais Analises Quimicas Ltda, Campinas - Sao Paulo. As amostras foram
digeridas com HNOjs; 65% (Merck) e HxO2 (Merck) em frascos fechado de
Hostaflon, pressurizado, com aquecimento por microondas (DGT 100 Plus-
Provecto). ApGs a digestdo das amostras, a solucao resultante foi transferida para
os frascos volumétricos e o volume completado com agua purificada, obtida por

desionizacao pelo equipamento Milli-Q (Millipore).
As determinacgdes de calcio e ferro foram feitas em Espectrometro de

Emissdo Otica IRIS-AP (Thermo Jarrell Ash), utilizando-se para calibracdo do
equipamento padrbes de concentracdao conhecida (Merck).
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4.4.2 Determinacao de calcio

Todo o material utilizado nas analises de dosagem de célcio foi previamente
limpo com detergente nao i6nico e posteriormente enxaguado trés vezes com
agua desionizada, como indicado no kit utilizado para dosagem de calcio sérico e

urinario (Anexo 2).

4.4.2.1 Dieta

As determinagbes de calcio na dieta foram realizadas em laboratério
especializado Biominerais Andlises Quimicas Ltda, Campinas - Sao Paulo,
seguindo a metodologia descrita no item 4.4.1.6.

4.4.2.2 Sérico

O sangue do animal foi coletado apés o mesmo ter sido decapitado,
centrifugado & 2600rpm/20 min em Centrifuga EXCELSA® Baby | - Modelo 206 -
Fanem - Sao Paulo — Brasil para obtencao do soro. O contetdo de calcio sérico foi
determinado por método colorimétrico disponivel comercialmente (KIT
LABORLAB) Registro: M.S. n? 10.246.810.027, Lote: 413, em espectrofotdmetro
Beckman DU®- 70 a 570 nm (Anexo 2).

4.4.2.3 Urinario

Para a coleta da urina os animais foram colocados em gaiolas metabdlicas
individuais (Figura 8 b). A coleta da urina foi realizada nos dias 15, 35 e 55 da fase
experimental, durante trés dias em cada periodo (CHONAN; WATANUKI, 1996).

O célcio urinario foi determinado por método colorimétrico (KIT LABORLAB)
Registro: M.S. n? 10.246.810.027, Lote: 413; em espectrofotémetro Beckman DU®
- 70 a 570 nm (Anexo 2).
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4.4.2.4 Fecal

Para a coleta das fezes os animais foram colocados em gaiolas metabdlicas
individuais (Figura 8 b). A coleta foi realizada nos dias 15, 35 e 55 da fase
experimental, durante trés dias cada periodo (CHONAN; WATANUKI, 1996).

As fezes foram colocadas em estufa Oolidef-CZ a 60°C até peso constante.
As determinagbes foram realizadas em laboratorio especializado, Biominerais
Analises Quimicas Ltda, Campinas - Sao Paulo, seguindo a metodologia descrita
no item 4.4.1.6.

4.4.2.5 Absorcao aparente

A absorcao aparente do calcio foi determinada pela seguinte equacao
(CHONAN; MATSUMOTO; WATANUKI, 1995).

Absorcao aparente (mg/dia) = ingestdao de calcio (mg/dia) - excrecao de
calcio fecal (mg/dia).

Para o calculo da ingestao foi considerado uma média do consumo das

gaiolas coletivas e das gaiolas metabdlicas.

4.4.2.6 Determinacoes O0sseas

O fémur foi retirado apdés o sacrificio dos animais, limpo e congelado.
Posteriormente, os ossos foram carbonizados em bico de Bunsen e em seguida,
calcinados em mufla a 600°C até cinzas claras (aproximadamente 12 h). E as
determinagdes foram realizadas em laboratério especializado.
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4.4.2.7 Determinacao cinética da atividade da fosfatase alcalina 6ssea
(termolabil)

O sangue do animal foi coletado apdés o mesmo ter sido decapitado,
centrifugado & 2600rpm/20 min em Centrifuga EXCELSA® Baby | - Modelo 206 -

Fanem - Sao Paulo — Brasil para obtengao do soro.

A atividade da enzima fosfatase alcalina 6ssea (termolabil) foi determinada
através de um kit colorimétrico cinético disponivel comercialmente (LABORLAB)
Registro: M.S. n® 10.246.810.003, Lote: 425 (Anexo 3), a 450nm em
espectofotdbmetro Beckman DU®- 70 com controle de temperatura.

A metodologia utilizada foi um substrato de para-nitrofenil-fosfato e tampéao
aminometil-propanol (AMP) na determinagao cinética da sua atividade, sendo que
a reagcao que ocorre entre o p-nitrofenil-fosfato, p-nitrofenol e fosfato é medida
pela fosfatase alcalina. Além disso, a velocidade de aumento na concentragao de
p-nitrofenol no meio de reacao € também proporcional a atividade da fosfatase
alcalina na amostra.

p-nitrofenil-fosfato p nitrofenol +fosfato

Fosfatase alcalina

Para a determinacdo da fosfatase alcalina termolabil, primeiramente foi
determinado a fosfatase alcalina total por método colorimétrico a 405nm. A fragéao
termolabil (fracdo dssea) foi determinada pelo método de inativagao (56°C por 15
min.), obtendo-se o resultado final por diferenca. Para inativagdo foi utilizado
Banho Maria Dubnoff Tecnal Modelo TE-053 - Tecnal®.

4.4.3 Determinacao de ferro

Todos os utensilios, materiais e vidrarias utilizados para analise deste

mineral foram tratados ou imersos em solugdo de acido nitrico 10% e
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posteriormente lavados cinco vezes com agua desionizada, com o objetivo de
minimizar a contaminacao com ferro.
4.4.3.1 Dieta

As determinacées de ferro na dieta foram realizadas em laboratério
especializado, Biominerais Andlises Quimicas Ltda, Campinas - Sao Paulo
seguindo a metodologia descrita no item 4.4.1.6.

4.4.3.2 Ferro fecal

Para a coleta das fezes os animais foram colocados em gaiolas metabdlicas
individuais (Figura 8 b). A coleta das fezes foi realizada nos dias 15, 35 e 55 da
fase experimental, durante trés dias cada periodo (CHONAN; WATANUKI, 1996).

As fezes foram colocadas em estufa Oolidef-CZ a 60°C até peso constante.
As determinagdes foram realizadas em laboratério especializado, como descrito
no item anterior 4.4.1.6.

4.4.3.3 Absorcao aparente

A absorcdo aparente do ferro foi determinada segundo Shiga e

colaboradores (2003), pela seguinte equagao:

Absorcdo aparente (mg/dia) = ingestao de ferro (mg/dia) - excrecao de ferro
fecal (mg/dia).

Para o célculo da ingestéo foi considerado a média do consumo das gaiolas

coletivas e das gaiolas metabdlicas.
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4.4.3.4 Hematoécrito, hemoglobina, volume corpuscular médio e

hemoglobina corpuscular média

O sangue do animal foi coletado com tubo capilar Heparinizado — Perfecta®
(Industria e Comércio de Laminas de Vidro Ltda Sdo Paulo, SP — Brasil), apés o
mesmo ter sido anestesiado, pela via retro-ocular. Foi utilizado Microtubo para
Hematologia com EDTA-K3, Mini Collect®, volume 0,5mL, tamanho 11 x 40mm, da
Greiner Bio-one - Brasil - Lote 051003 CE: M-2095.

As amostras de sangue foram coletadas em 3 tempos:
- Tempo 0: corresponde as amostras coletadas no momento pré-operatério;
- Tempo 1: ap6s 1 més em dieta experimental;
- Tempo 2: ap6s 2 meses em dieta experimental.

A andlise de hematdcrito e hemoglobina foi realizada em analisador
hematoldgico Advia ™ 120 - Bayer® (Irlanda).

4.4.3.5 Ferro sérico

O sangue do animal foi coletado apdés o mesmo ter sido decapitado,
centrifugado & 2600rpm/20 min em centrifuga EXCELSA® Baby | - Modelo 206 -
Fanem - Sao Paulo - Brasil para obtencao do soro.

O conteudo de ferro sérico foi determinado por método colorimétrico

disponivel comercialmente (KIT LABORLAB) Registro: M.S. n? 10.246.810.020,
(Lote 421), em espectrofotdbmetro Beckman DU®- 70 a 560nm (Anexo 4).
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4.5 Analises estatisticas

Os resultados foram submetidos a analise de variancia ANOVA, sendo
utilizado o teste de Duncan’s para o confronto das médias. O software utilizado
STATISTICA 6.0° for windows (STATSOFT, 2000), considerando 5% como

probabilidade minima aceitavel para diferenca entre as médias.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Composicao centesimal da dieta comercial

A dieta comercial foi utilizada no inicio do experimento durante
aproximadamente 30 dias, até os animais completarem 250g. A composicao
centesimal da dieta e as especificagbes do fabricante estdo expressas na Tabela

6, respectivamente.

Tabela 6. Composigcao centesimal (g/100g) e valor energético (kcal/100g) da dieta
comercial Nuvilab CR — 1; NUVITAL®.

Componente quimico Canaisacafabricant
Solidos totais 89,00 + 0,25 87,50
Umidade 11,00 £ 0,25 12,50
Lipides totais 4,00 £ 0,25 4,00
Cinzas 8,07 £ 0,28 10,00
Proteinas 24,83 + 0,70 22,00
Carboidratos * 52,10 51,50
Valor energético ** 343,72 330,00

* Determinacao de carboidratos foi feita por diferenca. ** Calculado pela soma: (proteina
bruta x 4) + (lipides totais x 9) + (carboidratos x 4).

5.2 Composicao centesimal das dietas experimentais

Os resultados da determinacdo da composi¢cdo centesimal das dietas
experimentais estdo expressos na Tabela 7. As composi¢cdes centesimais das
dietas utilizadas durante o periodo experimental ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas (p< 0,05), sendo consideradas isoenergéticas e

isoprotéicas.
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Tabela 7. Composicdo centesimal (g/100g), calcio (mg/g), ferro (mg/g) e valor
energeético (kcal/100g) das dietas experimentais formuladas de acordo com a AIN-
93M (REEVES; NIELSON; FAHEY JR, 1993).

Componente quimico Sperrgb?c’?tli%zo Gos (5 %) Poli (5 %) G;sn((zé?gf}l)e
Sélidos totais 92,7+0,3 91,6+0,2 92,1+0,2 92,2+0,1
Umidade 7,310,2 8,4+0,2 7,810,2 7,8+0,1
Lipides totais 4,1+0,1 3,70,1 3,7+0,2 3,940,2
Cinzas 2,7+0,1 2,5+0,1 2,50,1 2,1+0,1
Proteinas 11,40,2 11,340,2 11,4+0,1 11,440,1
Carboidratos * 74,5 74,0 74,5 74,8
Célcio 6,0 6,0 5,9 5,8
Ferro 0,1 0,1 0,1 0,1
Valor energético ** 380,6 374,7 376,8 379,7

* Determinacgao de carboidratos foi feita por diferenga. ** Calculado pela soma: (proteina
bruta x4) + (lipides totais x 9) + (carboidratos x 4).

5.3 Ensaio bioldgico

O animal escolhido para este estudo foi o rato, devido as suas
caracteristicas biolégicas e seu metabolismo aumentado em relagdo ao homem.
Assim, pode ser considerada uma analise tardia em relacdo ao processo carencial

do mineral calcio e ferro, em um tempo menor de observacao.

Donaldson (1924) e Peckham (1979) afirmaram existir uma
correspondéncia de 30 dias de vida do homem para cada dia de vida do rato,
deste modo, em nossos ensaios, uma observagado de 67 dias, corresponderiam a
2010 dias (5.5 anos) no homem. Qutros autores como Gittes (1986); Klee et al.,
(1990); landoli Jr (2000) realizaram trabalhos experimentais em ratos também
considerando como verdadeira esta correlagdo. Lambert (1965) chama a atencao
desta e de outras caracteristicas que fazem do rato um bom modelo experimental

para estudos em cirurgia do aparelho digestério.
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5.3.1 Monitoramento do peso dos animais

A Figura 11 apresenta a evolugéo ponderal dos animais no estagio inicial,
em que foram alimentados com a dieta comercial Nuvital® . E possivel observar

que apresentaram tendéncia linear durante o periodo de crescimento.

—e— Ganho de peso inicial
300,0 -

250,0 +
200,0 ~
150,0 -

<
100,0 -

Peso corporal (g)

50,0

0,0 ‘ ‘ ‘ ‘
0 1 2 3 4

Semanas

Figura 11. Evolugdo ponderal (g) dos no estagio inicial (antes do procedimento

cirurgico) alimentados com dieta comercial.

5.3.2 Consumo de dieta e ganho de peso dos animais

Na Tabela 8, estdo expressos em valores médios os consumos de dieta (g)
por grupo, o ganho de peso dos ratos (g) e a eficiéncia alimentar,

respectivamente, durante os 60 dias de experimento.
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Nos animais do grupo Sham o tratamento Poli e Gos 2,5% foi o unico que
apresentou diferenca significativa (p < 0,05) em relagédo a eficiéncia alimentar. A
eficiéncia alimentar dos animais do grupo Operado foi menor do que a dos animais
do grupo Sham, exceto no tratamento Poli e Gos 2,5%. Esse fato pode ser
consequéncia da retirada de uma por¢éao do estbmago e auséncia do duodeno no
transito, pois apds a gastrectomia a capacidade gastrica é reduzida, o transito
intestinal se torna mais rapido e hd uma diminuicdo do sitio de absor¢do dos
nutrientes (ZITTEL et al., 1997).

Tabela 8. Valores médios * erro padrao da média (EPM) do consumo de dieta (g),
ganho de peso e eficiéncia alimentar dos grupos experimentais do ensaio
bioldgico efetuado com ratos, durante 60 dias.

Ganho de peso

Grupos Consumo (g) ) Eficiéncia Alimentar
Sham
Sem Preb (n=10) 1170,0 + 29,6° 157,1 £9,0 0,134 + 0,012
Gos 5% (n=10) 1164,0 £ 31,7 152,1 £6,9° 0,130 £ 0,012
Poli 5% (n=10) 1122,0 + 27,1° 146,5 + 8,62 0,130 + 0,017
Poli e Gos 2,5% (n=10) 1292,0 + 41,9 143,8 +7,6° 0,111 £ 0,01°
Operados
Sem Preb (n=8) 1198,0 + 8,7 153,1 + 6,6"° 0,127 £ 0,00®
Gos 5% (n=9) 1236,0 + 38,6" 145,0 + 9,8"B 0,117 £ 0,01¢"
Poli 5% (n=9) 1176,0 + 38,6" 134,6 + 5,65 0,114 £ 0,01¢"
Poli e Gos 2,5% (n=10) 1186,0 + 19,7" 162,4 +9,1% 0,137 £ 0,00""

Letras minusculas significam comparagao entre o grupo Sham e letras mailsculas significam
comparagcao entre o grupo Operado. Letras idénticas no mesmo grupo indicam auséncia de
diferenca significativa ao teste de Duncan (p > 0,05). Letras diferentes no mesmo grupo indicam
diferenga significativa ao teste de Duncan (p < 0,05). * Diferenca significativa entre o0 mesmo
tratamento no grupo Sham versus Operado segundo teste de Duncan (p < 0,05).

5.3.2.1 Consumo de dieta durante a fase experimental

Durante a fase experimental, os animais do grupo Sham nao apresentaram

consumo diario de dieta estatisticamente diferente. Por outro lado, entre os
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animais do grupo Operado houve diferenga estatisticamente significativa (p<0,05),

conforme apresentado na Figura 12.

E possivel observar também que ao comparar os grupos Sham e Operado,
os tratamentos do grupo Operado apresentaram estatisticamente menores em
relagdo aos tratamentos do Sham, exceto o tratamento Poli 5% que foi o Unico que
nao apresentou diferenca significativa (p>0,05). Esse menor consumo percebido
no grupo Operado pode estar associado a retirada de uma porcao do estbmago, o

que proporciona uma capacidade gastrica menor.

m Sem Preb
Gos 5%
40,0 - Poli 5%
A m Gos e Poli 2,5%
_30,0 -
8
Q
= 20,0 -
©
°
2 10,0 -
0,0 -
Sham Operados
Grupos

Figura 12. Consumo médio de dieta (g /dia) durante o ensaio bioldgico.
Letras mailsculas significam comparagao entre o grupo Operado. Letras diferentes no mesmo

grupo indicam diferencga significativa ao teste de Duncan (p<0,05). * Diferenga significativa entre o
mesmo tratamento no grupo Sham versus Operado segundo teste de Duncan (p<0,05).

5.3.2.2 Ganho de peso dos animais durante a fase experimental

Na Figura 13, estdo apresentados o ganho de peso (g) dos animais durante
as oito semanas da fase experimental. Observa-se que o ganho de peso se
manteve constante em todos os grupos, ndo apresentando diferenca estatistica

significativa pelo teste de Duncan (p<0,05).
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Mesmo nao apresentando diferenga estatistica percebeu-se que os animais
do grupo Operado apresentaram tendéncia em se manterem com peso menor que
os animais do grupo Sham. Os resultados obtidos e apresentados na Figura 13
corroboram com as afirmacdes de Ohta e colaboradores (1998a,b) que também

estudaram ratos com gastrectomia parcial.

Esse menor ganho de peso dos ratos gastrectomizados pode ser associado
ao menor consumo de dieta (Figura 12). Hara, Suzuki e Aoyama (2000) estudando
ratos com gastrectomia total sugeriram que apds esse procedimento ocorrem
algumas mudancas metabdlicas que prejudicam a absorcao de nutrientes, o que

promovem e retardam o crescimento nos ratos gastrectomizados.

——&— SH Sem Preb
—— SH Gos 5%
—— SH Poli 5%

450,0 - —=s— SHGos e Poli 2,5%
4000 = =A= =OP Sem Preb
. U A = =0= =0OP Gos 5%
_9 = =0= =OPPoli 5%
© i
g 350,0 = =0= =OP Gos e Poli 2,5%
e
8
o 300,0 4
(7]
(]
o
250,0 -
200,0

1 2 3 4 5 6 7 8

Tempo (semanas)

Figura 13. Evolucdo ponderal (g) dos animais durante todo o periodo

experimental.
* Diferencga significativa entre 0 mesmo tratamento no grupo Sham versus Operado segundo teste

de Duncan (p<0,05).
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5.4 Calcio sérico

O controle homeostatico do calcio envolve os processos de absorgéo,
excregao, secrecao e armazenamento no 0ss0, para manter a concentragcao do
célcio ionizado no plasma dentro de uma escala (2,1 - 2,3mM) (CASHMAN, 2002),
onde o paratorménio (PTH) € o principal regulador, estimulando a transferéncia de
célcio do 0sso para o sangue, promovendo a reabsorcao tubular renal de calcio e
estimulando indiretamente sua absorcao intestinal através da forma hormonal de
vitamina D-1,25(OH).D3 (WEAVER; HEANEY, 2003).

Na Figura 14 estdo apresentadas as concentragdes médias de calcio sérico
(mg/dL) apdés 60 dias de experimentacdo, dos animais dos grupos Sham e
Operado. Os niveis de calcio sérico do grupo Sham foram estatisticamente
diferentes (p<0,05) dos animais do grupo Operado, sugerindo que a gastrectomia

diminuiu significativamente (16%) os niveis séricos de calcio.

Resultados similares foram apresentados por Axelson e colaboradores
(1991) quando ratos gastrectomizados apresentaram hipocalcemia. Os mesmos
autores mencionaram a ocorréncia de processo similar em humanos, afirmando
que a hipocalcemia induzida pela gastrectomia seria uma deficiéncia progressiva
de célcio. Outro aspecto colocado € que a mucosa do estdmago parece abrigar
um agente calciotropico, a gastrocalcina, liberada em resposta a gastrina e a
ingestao alimentar. A gastrocalcina parece estimular a captagéo de calcio sérico
para o 0sso, causando uma hipocalcemia como consequéncia. No entanto, até o
momento ndo hé explicacdo para o paradoxo (AXELSON, et al., 1991). Sakai e
colaboradores (2001) também encontraram em ratos gastrectomizados uma

menor concentragdo de célcio sérico em relagdo ao grupo controle.
Zittel e colaboradores (1997) em estudos com humanos com ressecgao

gastrica parcial e gastrectomia total, notaram também uma menor concentragédo

de célcio sérico. Os autores sugerem varias razdes para esse fato, como a
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liberagdo diminuida de célcio dos alimentos devido a ma digestdo, ao transito
intestinal rdpido que permite menor tempo de absorg¢do, além da exclusdo do
duodeno e jejuno superior devido a reconstrugao cirurgica. O efeito combinado
desses varios fatores prejudica a absorcao de célcio, resultando em um equilibrio
de célcio negativo e uma menor concentracdo de calcio sérico depois da

gastrectomia.

10,0 -
B Sham

@ Operados
8,0 -

6,0

Ca (mg/dL)

40 -

2,0 -

0,0 -

Grupos

Figura 14. Concentracdes médias + EPM de caélcio sérico (mg/dL) apés 60 dias de
experimentacédo dos grupos Sham e Operados.

Letras diferentes indicam diferenga significativa ao teste de Duncan (p<0,05).

5.5 Calcio urinario
A dosagem de calcio em urina de 24h é utilizada para avaliagdo da

excregao renal de célcio (SARAIVA; LAZARETTI-CASTRO, 2002). A excregao

urinaria de calcio é de grande importancia no diagndstico € no seguimento de
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inumeras doencas O&steo-metabdlicas. Assim, a excrecdo de 24h reflete o
equilibrio entre a absor¢cédo do calcio da dieta e a perda ou ganho do esqueleto
(VIEIRA, 2005).

Na Figura 15, estdo apresentadas as concentracdes médias de célcio
urinario dos animais do grupo Sham e do grupo Operado. A excrecao de calcio
urinario no grupo Operado foi estatisticamente menor (31%). Este fenémeno
também foi verificado por Axelson e colaboradores (1991), porém, em uma menor
amplitude (20%).

Os niveis baixos de calcio urinario verificados podem ser devido a uma
maior reabsorcao tubular renal, com o intuito de regular o célcio sérico. Quando a
concentragao de calcio sérico diminui, o nivel de PTH aumenta promovendo a sua
reabsorcdo tubular renal e estimulando indiretamente a absorgcédo intestinal,
através da forma hormonal de vitamina D-1,25(0OH)2D3;. Morohashi e
colaboradores (2002) observaram em ratos gastrectomizados um aumento
estatisticamente elevado do PTH. Resultados similares foram encontrados por
Zittel e colaboradores (1997) em humanos. Assim, é posivel que tenha ocorrido
um aumento nas concentracées de PTH sérico (ndo determinado neste estudo)

que justificaria estes resultados.
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Figura 15. Concentragcdes médias + EPM de calcio urindrio (mg/24h) dos grupos
Sham e Operados.

Letras diferentes no mesmo grupo indicam diferenca significativa ao teste de Duncan (p<0,05).

5.6 Calcio fecal / absorcao aparente de calcio

A absorcao intestinal de calcio é o resultado de dois processos, transporte
ativo transcelular, principalmente no duodeno e porgdo superior do jejuno, e
difusdo passiva paracelular, que ocorre por todo intestino delgado, principalmente
no ileo e muito pouco no intestino grosso (5%) (PANSU; BRONNER, 1999).

Na Figura 16, estdo representadas as concentra¢gdes médias de calcio fecal
dos animais dos grupos Sham e Operado. O tratamento sem prebiético foi 0 Unico
que apresentou diferenca estatistica no grupo Sham, sugerindo que a dieta sem

prebidtico de fato ndo aumenta a absorcao, levando a uma excre¢cdo aumentada
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de célcio nas fezes, o que seria esperado. Os demais tratamentos dos animais do
grupo Sham e Operado ndo apresentaram diferencas estatisticas entre eles.
Assim, a gastrectomia aparentemente ndo altera significativamente a absorgéo
aparente do calcio.

Os resultados apresentados nesta pesquisa estdo em acordo com outras
pesquisas realizados anteriormente, constatando que a administracdo de
prebidticos diminui a excrecdo de calcio pelas fezes (CHONAN; WATANUKI,
1996; CHONAN; WATANUKI, 1995). Cardoso Netto (2005), por exemplo,
demonstrou em ratas ovariectomizadas suplementadas ou ndo com
fructooligossacarideos (FOS) que o consumo desse prebidtico diminuiu a

excrecao de calcio nas fezes.

Sem Preb
Gos 5%
20.0 Poli 5%
’ a Poli e Gos 2,5%
60,0 -
&
© 50,0
Q2
S 40,0 1
>
S 30,0 -
[}
©
g’ 20,0
10,0 -
0,0 -
Sham Operados
Grupos

Figura 16. Concentracoes médias + EPM de calcio fecal (mg/g fezes) dos grupos

Sham e Operado.
Letras mindsculas significam comparagéo entre o grupo Sham. Letras diferentes no mesmo grupo

indicam diferenga significativa ao teste de Duncan (p<0,05).
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A Figura 17, apresenta os resultados de absor¢céo aparente de calcio dos
animais dos grupos Sham e Operado. Verificaram-se menores valores nos
tratamentos do grupo Operado em relacdo ao Sham, estatisticamente diferentes
(p<0,05).

No grupo Sham os animais que receberam o tratamento Gos 5% e a Poli
5% apresentaram valores maiores de absorcdo aparente, do que os demais
tratamentos do grupo Sham e Operados, estatisticamente significativos (p<0,05).

Embora a absorcdo de calcio ocorra principalmente na parte proximal do
intestino, normalmente todas as porcdes intestinais apresentam capacidade de
absorver esse mineral, inclusive o célon, que capta cerca de 4% do calcio ingerido
(ALLEN, 1982). Os resultados apresentados nesta pesquisa sugerem que a
fermentacao bacteriana das substancias prebio6ticos no intestino pode ter sido um

importante fator favoravel para a absorcao de calcio no célon.

Devido a essa capacidade de favorecer a absorcao de calcio, o consumo
diario de oligossacarideos ndo digeriveis na dieta deveria ser estimulado,
principalmente por individuos suscetiveis a deficiéncia deste mineral (COXAM,
2005).
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Figura 17. Absorcdo aparente do calcio (mg/dia) + EPM dos grupos Sham e

Operado.
Letras mindsculas significam comparacdo entre o grupo Sham. Letras diferentes no mesmo grupo
indicam diferenga significativa ao teste de Duncan’s (p<0,05). * Diferenga significativa entre o

mesmo tratamento no grupo Sham versus Operado segundo teste de Duncan’s (p<0,05).

5.7 Calcio o0sseo

O sistema esquelético desempenha um papel imprescindivel na
homeostase de calcio através da remodelacdo esquelética, participando do
processo de manutengdo da concentracdo sangliinea ionizada deste mineral
(CASHMAN, 2002). Essa remodelagao se faz através de hormdnios sistémicos,
bem como por algumas citocinas (LANNA; MONTENEGRO; PAULA, 2003).

Nos animais do grupo Sham, o tratamento sem prebiético ndo aumentou a

concentracdo de calcio ésseo (Figura 18) estatisticamente (p>0,05) em relagéao
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aos demais tratamentos do mesmo grupo. E também, este grupo foi o que

apresentou inversamente maior excregao de calcio fecal (Figura 16).

Os tratamentos dos animais do grupo Sham e Operado ndo apresentaram
diferencas estatisticas entre eles, exceto no tratamento sem prebidtico. Este fato
mostra que os tratamentos com prebioticos isolados ou associados foram eficazes
no processo de manutengao de calcio 6sseo e conseqientemente da saude deste
tecido (Figura 18).

Este fato pode ser reafirmado através dos resultados obtidos por Cardoso
Netto, (2005) onde a administracdo do prebiodtico fructooligossacarideo (FOS)
associado a reposicdo hormonal, bem como a administracdo de FOS
isoladamente foram eficazes no processo de mineralizacdo 6ssea. Sugerindo que
os tratamentos isolados sejam eficazes nos processos de manutencao do calcio,
enquanto os dois tratamentos associados seriam mais eficazes na recuperagao

Ossea propriamente dita.
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Figura 18. Concentracbes médias + EPM de caélcio ésseo (mg/g de osso) dos

grupos Sham e Operado.

Letras mindsculas significam comparagao entre o grupo Sham. Letras diferentes no mesmo grupo
indicam diferenga significativa ao teste de Duncan (p<0,05). * Diferenca significativa entre 0 mesmo

tratamento no grupo Sham versus Operado segundo teste de Duncan (p<0,05).

5.8 Determinacao cinética da atividade da fosfatase alcalina
termolabil (FAT) sérica

Os marcadores bioquimicos do metabolismo ésseo podem ser definidos
como substancias que retratam a formacao ou a reabsorcdo 6ssea. Durante a
formagédo do osso, a producdo da matriz coldgena precede a mineralizagdo e a
fase de producdo de matriz colagena coincide com uma maior producado de
fosfatase alcalina, sendo dependente da agdo dos osteoblastos (SARAIVA;
LAZARETTI-CASTRO, 2002).
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A atividade da fosfatase alcalina esta presente em varios tecidos, incluindo
o figado, ossos, rins, intestino e placenta. Em condi¢des normais, as duas formas
predominantes em circulagédo (> 90% do total) sdo a fragdo éssea e a hepatica,
em quantidades equivalentes. A outra forma circulante, em concentragées
significativas, é a forma intestinal, que representa menos de 5% do total. A
fosfatase alcalina total € medida através de sua atividade e corresponde a soma
das diversas isoformas presentes no soro (SARAIVA; LAZARETTI-CASTRO,
2002).

Durante muitas décadas, a medida da atividade total de fosfatase alcalina
foi a base do estudo de doencas tanto ésseas como hepaticas, partindo-se do
pressuposto que o aumento da atividade total seria devido a isoenzima especifica
da doenca. Em linhas gerais este raciocinio € valido, com o inconveniente ébvio
da perda de sensibilidade e especificidade que esta condigcdo acarreta. Assim,
inumeros métodos foram descritos com o intuito de separar a atividade das duas
isoenzimas, sendo a inativagdo térmica um dos mais empregados (FLEURY,
2005).

Quando se busca maior sensibilidade e especificidade, a fosfatase alcalina

0ssea € mais indicada, e por este motivo essa isoenzima foi analisada.

Um aspecto relativo ao uso e interpretacao dos valores de fosfatase alcalina
Ossea € o fato de que eles ndo aumentam exclusivamente com o aumento da
formacdo déssea, mas também na osteomalacia ou outras condicdes em que o

metabolismo 6sseo esteja alterado (VIEIRA, 2005).

Na Figura 19 estao expressos os resultados em médias + EPM da atividade
da fosfatase alcalina 6ssea (termolabil) dos animais do grupo Sham e Operado
nos diferentes tratamentos. Os animais do grupo Sham ndo apresentaram

diferenca estatistica (p>0,05) nos valores, indicando que os tratamentos
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administrados de forma isolada ou em conjunto foram eficazes na manutencao do

metabolismo 6sseo em ratos ndo Operados.

Nos animais do grupo operado, o tratamento com Poli 5% apresentou
resultados mais baixos (27,5%) estatisticamente significativos do que os demais
tratamentos, sugerindo um aumento no metabolismo 6sseo, onde provavelmente
ocorreu um aumento no processo de calcificacdo. Essa hipotese também pode ser
confirmada pela observagao dos valores obtidos de célcio 6sseo (Figura 18) onde
0s animais do grupo operado que recebeu o tratamento Poli 5% apresentaram

valores numéricos ligeiramente superiores.

Zittel e colaboradores (1997) demonstraram em estudos com humanos, que
a atividade da fosfatase alcalina éssea especifica somente apresentou alteracdes
em casos de gastrectomia total. As ressecc¢des gastricas parciais, B | ou Il, ndo
apresentaram alteragbes na atividade dessa enzima, quando comparadas com um

grupo controle.

De acordo com esses resultados pode-se observar que a resseccao
gastrica parcial ndo afetou intensamente o metabolismo de calcio, sugerindo que
esse protocolo ndo seja um modelo de deplecéo de célcio. Isso pode ser explicado
pelo fato do célcio ser um macromineral e para que ocorra alteracdo em nivel
0sseo ha necessidade de um processo intenso de deplecdo. Isso pode ser
confirmado pelo estudo de Cardoso Netto (2005) utilizando a ovariectomia como
modelo experimental, onde as ratas ficaram vulneraveis a ma absorcao de célcio,

causando uma deplecao de calcio 6sseo.
Outro fato que vale ser destacado € o tempo de estudo experimental (60

dias), o que equivale em humanos um pouco mais de 5 (cinco) anos. Este periodo

pode ser curto para uma deplegao de célcio.
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Figura 19. Concentragbes médias + EPM da atividade da fosfatase alcalina 6ssea
(termolabil) sérica.
Letras mailsculas significam comparacédo entre o grupo Operado. Letras diferentes no mesmo

grupo indicam diferencga significativa ao teste de Duncan (p<0,05). * Diferencga significativa entre o
mesmo tratamento no grupo Sham versus Operado segundo teste de Duncan (p<0,05).

5.9 Ferro fecal / Absorcao aparente de ferro

O ferro € um micronutriente necessario em quantidades pequenas
(15mg/dia) (WEAVER; HEANEY, 2003). A excrecao de ferro é muito restrita e o
requerimento por este nutriente deve ser suficiente para repor as perdas pelas
fezes que incluem o ferro ndo absorvido da dieta e também a descamacao celular
do epitélio gastrintestinal, ou ainda a perda através da pele e trato urinério
(SCHULTINK; GROSS, 1996).

A absorcdo do ferro ocorre em todas as porcdes do intestino delgado;
predominantemente no duodeno e parte proximal do jejuno (GUYTON; HALL,
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2002). No entanto, qualquer anormalidade no trato gastrintestinal pode alterar sua
absor¢cdo. A ma absorcdo de ferro € comum depois de algumas cirurgias
gastrintestinais, entre as quais encontram-se as ressecg¢oes gastricas (BOCCIO et
al., 2003).

As concentracdes de ferro fecal (mg/g de fezes) dos animais de todos os
grupos estao apresentadas na Figura 20. Tanto no grupo Sham quanto no grupo
Operado a quantidade de ferro fecal foi estatisticamente menor nos animais dos
tratamentos Poli 5% e Poli e Gos 2,5%, quando comparados com 0s demais
tratamentos. Os resultados obtidos e apresentados na Figura 20 corroboram com
a afirmacao de Ohta e colaboradores (1995) ja que a administragdo de prebidticos

diminuiu a excregao de ferro nas fezes.

Sem Preb
Gos 5%
0,7 - Poli 5%
Poli e Gos 2,5%
0,6
o 0,5
(O]
N
Q2
o 0.4
©
(=2}
o 0,3
L
(=]
€ 0,2 |
0,1 -
0,0 -
Sham Operados
Grupos

Figura 20. Concentracdes médias + EPM de ferro fecal (mg/g fezes) dos grupos

Sham e Operado.

Letras mindsculas significam comparagdo entre o grupo Sham e letras mailsculas significam
comparagao entre o grupo Operado. Letras diferentes no mesmo grupo indicam diferenca
significativa ao teste de Duncan (p<0,05). * Indica diferenca significativa entre 0 mesmo tratamento

no grupo Sham versus Operado segundo teste de Duncan (p<0,05).
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A absorcéo aparente verificada com animais dos grupos Sham e Operado
esta apresentada na Figura 21. No grupo Operado, verificou-se uma diminuigao
(60%) da absorcao de ferro em relacdo ao grupo Sham, fato comum apods as
resseccgbes gastricas (BOCCIO et al, 2003).

Os tratamentos com Poli 5% e Gos e Poli 2,5% nos animais do grupo
Operados apresentaram uma absorcao aparente de ferro estatisticamente maior
(p<0,05). Os animais que receberam a Poli aumentaram a absor¢cao em 73% € os
que receberam o Gos e Poli, em 100% em relacdo aqueles que nao receberam
prebiético do mesmo grupo. Além disso, a jungao dos dois prebidticos nos animais
do grupo Operado nao promoveu diferencas estatisticamente significativas dos
animais do tratamento sem prebidtico do grupo Sham (controle sem prebiédtico e
sem cirurgia) . Isto sugere que a Poli isolada e a associagdo dos prebidticos Gos +
Poli proporcionou um efeito sinergistico na absorcao de ferro (Figura 21) em ratos
gastrectomizados, reduzindo a excrecao de ferro nas fezes conforme verificado na
Figura 20.

Nos animais do grupo Sham a absorcdo aparente de ferro foi de 52%
estatisticamente maior (p<0,05) nos animais que receberam Gos e Poli,
comparados com o tratamento sem prebidtico do mesmo grupo. Os valores
encontrados foram inversamente proporcionais a quantidade de ferro fecal. Esse
resultado reforca a acdo benéfica da Poli e da associacdo da Poli + Gos na

absorcéao de ferro, enfatizando sua denominagcao como ingrediente funcional.

Resultados similares foram encontrados por Shiga e colaboradores (2006)
quando verificaram que a absorcao de ferro em ratos gastrectomizados foi menor
em relagdo ao grupo controle. Também verificaram que os gastrectomizados que

receberam prebioticos apresentaram uma melhor absor¢cao aparente de ferro.

78



Resultados e Discussao

m Sem Preb
Gos 5%
160 - °s
a Poli 5%
1,40 Poli e Gos 2,5%
1,20 -

_L

® o

S o
Il Il

mg de Fe/dia
2

N~
0,60 - S
&
0,40 - o
0,20 -
0,00 -
Sham Operados
Grupos

Figura 21. Absorcdo aparente do ferro (mg/dia) + EPM dos grupos Sham e
Operado.

Letras mindsculas significam comparacdo entre o grupo Sham e letras mailsculas significam
comparagao entre o grupo Operado. Letras diferentes no mesmo grupo indicam diferenca
significativa ao teste de Duncan (p<0,05). * Diferenca significativa entre 0 mesmo tratamento no

grupo Sham versus Operado segundo teste de Duncan (p<0,05).

5.10 Hematocrito

No sentido de aumentar a sensibilidade e a especificidade do diagnéstico
do estado nutricional de ferro, tém-se utilizado combinacdes dos diferentes
parametros disponiveis, considerando-se a contribuicio de cada um, as
facilidades metodolégicas e o custo do processo (PAIVA; RONDO; GUERRA-
SHINOHARA, 2000).
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Quando o sangue é coletado com anticoagulante adequado e centrifugado,
h& separacdo em duas camadas: uma plasmatica e outra celular. O volume celular
expresso em porcentagem do sangue total é denominado volume globular ou,
mais frequentemente, pelo nome do aparelho utilizado para a determinagao
“hematécrito” (RAPAPORT, 1990).

Na Figura 22 estdo apresentados os resultados de hematdcrito (%)
verificados com animais dos dois grupos. Os animais do grupo Sham mantiveram
os niveis de hematdcrito durante o periodo experimental. Os animais do grupo
Operado apresentaram uma queda nos niveis de hematécrito de 14%, do tempo
inicial até quarta semana, o que pode ser associado ao processo cirurgico. A partir
da quarta semana, todos os tratamentos apresentaram uma pequena tendéncia
em elevar-se, ressaltando que os animais do tratamento Poli 5% do grupo
Operado foi o que recuperou-se totalmente, nado diferindo estatisticamente
(p>0,05) do Poli 5% do grupo Sham.

De acordo com Donaldson (1924); Peckham (1979); Gittes (1986); Klee e
colaboradores (1990), landoli Jr e colaboradores (2000) existe uma
correspondéncia de 30 dias de vida do homem para cada dia de vida do rato.
Verificou-se neste trabalho que da quarta até a oitava semana de suplementacéo
(30 dias) houve recuperagdo dos niveis de hematdcrito nos animais que
receberam a Poli 5%. Isto sugere uma resposta similar em humanos, onde os

niveis de hematdécrito poderiam ser recuperados em aproximadamente 2 anos.

Resultados similares foram obtidos por Shiga e colaboradores (2006)
quando estudaram o efeito de dois oligossacarideos na absorcdo de ferro na
prevencao da anemia pés-grastrectomia em ratos. Os pesquisadores verificaram
queda nas concentracdes de hematécrito nas primeiras duas semanas no pés-
operatorio, voltando e até ultrapassando os niveis iniciais até a quarta semana de
suplementacdo. Outros parametros hematolégicos também foram avaliados e

confirmaram os mesmos resultados, constatando-se que a administracdo desses
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oligossacarideos prevene completamente a ma absorcao de ferro e a anemia pos-
gastrectomia total.
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Figura 22. Dosagem de hematécrito (%) + EPM nos tempo zero (inicial),

intermediario (semana 4) e final (semana 8), do grupo Sham e Operado.

Letras minUsculas significam comparagao entre os grupos Sham e Operado (4% semana) e letras
maiusculas para a 8° semana. Letras diferentes no mesmo grupo indicam diferenga significativa ao
teste de Duncan (p<0,05). * Diferenga significativa entre o mesmo tratamento no grupo Sham
versus Operado segundo teste de Duncan (p<0,05).

5.11 Hemoglobina

O estagio final da caréncia de ferro estd associado a um significativo
decréscimo na concentracdo de hemoglobina. Esse €, portanto, o parametro
universalmente utilizado para definir anemia. Pode-se observar que a hemoglobina
fornece informagcdes similares a concentracdo de hematdcrito, podendo ser

utilizado conjuntamente no diagnostico de anemia. Porém, pode se encontrar
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alterado em condi¢des de infeccéo e inflamacao, hemorragia, hemoglobinopatias,
desnutricdo protéico-calérica, deficiéncia de folato e/ou vitamina Biz, uso de
medicamentos, desidratacdo, gestacao e tabagismo. Além disso, a concentracao
de hemoglobina é limitada por sua ampla variabilidade entre individuos, variando
com o0 sexo, faixa etaria e raga. Em criangas, a concentragdo de hemoglobina
modifica-se com o progredir da idade, exibindo diferencas significativas no padréao
das mudancas entre os sexos (PAIVA; RONDO; GUERRA-SHINOHARA, 2000).

Na Figura 23 estdo representados os resultados dos parametros de
hemoglobina (g/dL) dos animais do grupos experimentais. Os animais do grupo
Sham mantiveram os niveis de hemoglobina do tempo inicial até a 82 semana de

suplementacéo.

Em relagdo aos animais do grupo Operado, todos apresentaram queda dos
niveis de hemoglobina em 19% do tempo inicial correspondente a 4° semana. A
partir desse periodo, o tratamento Poli 5% foi o que apresentou melhores
resultados por retornar aos indices quase iniciais de hemoglobina, sendo que na
8% semana ja estava 14% mais elevado do que os animais que nao receberam
prebidtico. Como foi dito anteriormente, a hemoglobina fornece informagdes

similares ao hematocrito, sendo ambos utilizados para diagnostico da anemia.

Estes resultados estdo em concordancia com outras pesquisas da literatura,
onde também relataram o efeito dos oligossacarideos nas concentracdes de
hemoglobina (SHIGA et al., 2006; OHTA et al., 1998b; SAKAI et al., 2000). Esses
autores observaram que as concentracbes de hemoglobina diminuiram apos
gastrectomia, voltando e até ultrapassando os niveis iniciais quando os animais
foram suplementados com prebioticos, evidenciando que a administracdo de
oligossacarideos nao digeriveis pode previnir completamente a ma absorcao de
ferro e a anemia pds-gastrectomia total.
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Figura 23. Dosagem de hemoglobina (g/dL) £+ EPM nos tempo zero (inicial),

intermediario (semana 4) e final (semana 8), do grupo Sham e Operado.

Letras mindsculas significam comparagao entre os grupos Sham e Operado da 4° semana e letras
maiusculas para a 8° semana. Letras diferentes no mesmo grupo indicam diferenga significativa ao
teste de Duncan (p<0,05). * Diferenca significativa entre o0 mesmo tratamento no grupo Sham

versus Operado segundo teste de Duncan (p<0,05).

5.12 Volume corpuscular médio (VCM)

Apesar de serem comumente utilizados para avaliar a deficiéncia de ferro,
os indices de células vermelhas (hematimétricos) sdo mais Uteis em diagnosticar a
caréncia de ferro apdés a manifestacdo da anemia, uma vez que células
hipocrémicas e microciticas aparecem em maior quantidade no sangue apds um
decréscimo na concentragdo de hemoglobina. O volume corpuscular médio (VCM)

€ um indice hematimétrico comumente utilizado que avalia o tamanho médio do
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eritrocito, expresso em fentolitros e quando baixo indica microcitose (hemécia
pequena). Entretanto, esse indicador, por considerar o tamanho médio das células
vermelhas, ndo fornece uma idéia da variabilidade do tamanho dessas células no
sangue periférico (PAIVA; RONDO; GUERRA-SHINOHARA, 2000).

Quando o hemograma é feito manualmente, o VCM ¢é calculado dividindo-
se o hematécrito pelo numero de hemacias. Como o método mais comumente
utilizado é de contagem mecanica, o VCM é medido diretamente de forma muito
precisa porque a intensidade do sinal que a hemacia gera no contador varia com o
seu volume (RAPAPORT, 1990).

As dosagens de VCM (Figura 24), nos animais do grupo Operado
apresentou-se estatisticamente menor (p<0,05) do que o0s animais do grupo
Sham. Dentre os animais do grupo Operado, o tratamento Poli e Gos 2,5%
apresentou os maiores resultados, diferindo estatisticamente (p<0,05) do sem
prebidtico e do Gos 5%.

Resultados semelhantes foram verificados com porcos que foram
submetidos a uma ressecgdo gastrica com uma anastomose gastrojejunal em Y
de Roux. Observou-se nos animais Operados valores estatisticamente menores
de VCM comparado ao controle, como também para a hematécrito, hemoglobina e
ferro sérico (GANDARILLAS; BAS; HANGREAVES, [s.d.]).

Como a avaliacdo do tamanho da hemacia é um ponto chave para o
diagnostico de anemia, esse resultado confirmaram uma anemia nos animais
gastrectomizados. Ao analisar este parametro e seus resultados, percebe-se que
este modelo experimental tem um efeito importante sobre a sintese de glébulos
vermelhos e da hemoglobina. Isso pode estar associado a ma absorcao de ferro,
que ocorre no duodeno e que foi afetada pela intervencao cirurgica, comprovando
a eficiéncia do modelo experimental utilizado nesta pesquisa para esse tipo de
estudo.
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Figura 24. Dosagem de volume corpuscular médio (fentolitros) = EPM nos tempo
zero (inicial), intermediario (semana 4) e final (semana 8), dos animais dos grupos

Sham e Operado.

Letras mindsculas significam comparagao entre os grupos Sham e Operado da 4° semana e letras
maiusculas para a 8° semana. Letras diferentes no mesmo grupo indicam diferenga significativa ao
teste de Duncan (p<0,05). * Diferenga significativa entre o mesmo tratamento no grupo Sham

versus Operado segundo teste de Duncan (p<0,05).

5.13 Hemoglobina corpuscular média (HCM)

Como citado anteriormente, os indices de células vermelhas
(hematimétricos) sédo Uteis em diagnosticar a caréncia de ferro. A hemoglobina
corpuscular média (HCM) é um indice hematimétrico comumente utilizado para
avaliar a concentracdo de hemoglobina no eritrécito e quando baixo indica
hipocromia (pouca hemoglobina dentro da hemécia) (PAIVA; RONDO; GUERRA-
SHINOHARA, 2000).

As dosagens de HCM (Figura 25), estao praticamente iguais a do VCM. Os

animais do grupo Operado apresentaram HCM estatisticamente menor (p<0,05)
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do que os animais do grupo Sham. E também entre o grupo Operado, o
tratamento Poli e Gos 2,5% foi que mostrou resultados estatisticamente
significativos, sugerindo uma ac¢ao benéfica da associagao desses dois prebidticos
nos parametros hematologicos apds resseccao gastrica, corroborando a

denominacao de ingrediente funcional.

Ao analisar as Figura 24 e 25 é possivel catalogar a anemia nos animais
gastrectomizados, como microcitica e hipocrémica (hemacia pequena e pouca
hemoglobina dentro da hemacia, respectivamente) caracterizando entdo, uma
anemia por deficiéncia de ferro (ferropriva) (WORWOOD, 1997; PAIVA; RONDO;
GUERRA-SHINOHARA, 2000).
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Figura 25. Dosagem de hemoglobina corpuscular média (pg) =+ EPM nos tempo
zero (inicial), intermediario (semana 4) e final (semana 8), do grupo Sham e
Operado.

Letras mindsculas significam comparagéo entre os grupos Sham e Operado da 4° semana e letras
maiusculas para a 8° semana. Letras diferentes no mesmo grupo indicam diferenga significativa ao
teste de Duncan (p<0,05). * Diferenga significativa entre o mesmo tratamento no grupo Sham

versus Operado segundo teste de Duncan (p<0,05).

86



Resultados e Discussao

5.14 Ferro sérico

Quando as reservas de ferro estdo exauridas, qualquer declinio adicional no
ferro corporal € acompanhado por uma reducao na concentracao do ferro sérico.
Esse é, portanto, um parametro bastante utilizado, apesar de ser muito instavel. A
concentracao de ferro sérico esta alterada na presenca de processos infecciosos.
Por isso, na determinagao do estado nutricional de ferro, convém considerar que a
avaliacao da deficiéncia de ferro é mais bem realizada por uma combinag¢ao de
varios parametros hematolégicos e bioquimicos (PAIVA; RONDO; GUERRA-
SHINOHARA, 2000).

As concentragdes de ferro sérico (ug/dL) dos animais dos grupos Sham e
Operado estao representados na Figura 26. Todos os tratamentos dos animais do
grupo Operado apresentaram valores menores de ferro sérico, comparados ao
grupo Sham.

Em relagdo aos tratamentos, ficou constatado que a utilizagdo dos dois
prebidticos (Poli e Gos 2,5%) promovei elevacao dos niveis de ferro sérico nos
ratos gastrectomizados (Operados) e nao gastrectomizados (Sham). Nos animais
do grupo Sham a associacdo dos dois prebibticos aumentou a concentragdo em
15% em relacdo aos animais do tratamento sem prebidtico do mesmo grupo
(considerado padrao do Sham). No grupo Operado a juncao dos dois prebibticos
promoveu aumento em 94% nos niveis de ferro sérico quando comparado ao
tratamento grupo sem prebiodtico. Isso sugere que os dois prébidticos tém um
efeito potencializador na absor¢do de ferro, confirmando os resultados de ferro

fecal (Figura 20) e absorcéao aparente de ferro (Figura 21).

Em estudos anteriores com FOS, foi constatado que a suplementagdo com
esse prebiodtico elevou substancialmente os niveis de ferro sérico em relagdo ao
grupo controle em ratos gastrectomizados (OHTA, et al.,1998b; SAKAI, et al.,
2000).
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Quanto aos tratamentos propostos e o0s parametros hematoldgicos, o
tratamento Poli 5% conseguiu recuperar completamente os valores de hematocrito
(Figura 22) e parcialmente a concentragdo de hemoglobina (Figura 23) no grupo
Operado. Assim como no grupo Sham, foi o tratamento que apresentou uma

tendéncia a manter-se elevado em relacao aos outros.

Os tratamentos Poli 5% e associacado da Poli com o Gos 2,5% aumentaram
a absorcao aparente de ferro (Figura 21), impedindo a perda de ferro pelas fezes
em ratos gastrectomizados (Figura 20). J& em ratos Sham a juncdo dos dois
prebidticos foi o que apresentou melhor absor¢cdo aparente (Figura 21). A
associacao da Poli e Gos 2,5% foi o tratamento que apresentou maior nivel de
ferro sérico tanto nos animais Operados quanto nos animais Sham (Figura 26) e
foi o tratamento que apresentou maior dosagem de VCM e HCM nos animais do
grupo Operado (Figuras 24 e 25), sugerindo microcitose e hipocromia.

Esse efeito pode ser explicado com o trabalho de Murphy (2001) quando
relatou que as ligacdes aleatérias da polidextrose impedem que as enzimas
digestivas hidrolisem a molécula, sendo entdo dificilmente digerida no intestino
delgado. Probert e colaboradores (2004), constataram “in vitro” que a polidextrose
apresenta efeito prebidtico por toda a extensdo do célon, favorecendo entdo a

absorcao de minerais ao longo do memso.

Ao analisar estes parametros hematoldgicos, que sao os indices que
melhor refletem as alteracées em relagcdo ao ferro a partir do hemograma, foi
possivel observar que a gastrectomia parcial exerce um efeito relevante nesses
parametros. Os animais ficaram particularmente vulneraveis a ma absorcao de
ferro, pois a anastomose foi realizada com o jejuno, ficando o duodeno fora do
transito intestinal. Além disso, houve a acao reduzida do acido cloridrico devido a
vagotomia anterior e a retirada parcial da porcdo do estdbmago, comprovando a
eficiéncia desse modelo experimental para estudos relacionados com o

metabolismo do ferro.
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Sem Preb

Gos 5%

Poli 5%

Poli e Gos 2,5%

Ferro sérico (ug/dL)

Sham Operados
Grupos

Figura 26. Concentragdes médias + EPM de ferro sérico (ug/dL).
Letras mindsculas significam comparacdo entre o grupo Sham e letras mailsculas significam
comparagao entre o grupo Operado. Letras diferentes no mesmo grupo indicam diferenca

significativa ao teste de Duncan (p<0,05). * Diferenga significativa entre 0 mesmo tratamento no
grupo Sham versus Operado segundo teste de Duncan (p<0,05).
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6 CONCLUSOES

A concentracao sérica de calcio diminuiu apds a gastrectomia.

A resseccgao gastrica diminuiu a excrecao de calcio na urina.

A absorgao aparente de célcio foi menor nos animais Operados quando
comparado aos controles, apesar dos diferentes tipos de tratamento. A
administragao diaria de GOS 5% e a POLI 5% aumentou a absorgao
aparente de célcio em ratos controle (Sham).

A concentragdo de calcio 6sseo se manteve nos valores de referéncia,
apesar dos diferentes tipos de tratamento, exceto no tratamento sem
prebidtico do grupo Sham que apresentou valores menores.

A atividade da fosfatase alcalina sérica se manteve nos valores de
referéncia, exceto no tratamento Poli 5% do grupo gastrectomizado,
sugerindo um aumento do processo de calcificagao.

A resseccao gastrica parcial nao afetou intensamente o metabolismo de
calcio, sugerindo que esse protocolo experimental ndo seja o melhor

modelo de deplecao de caélcio.

O procedimento cirdrgico diminuiu a absorcdo aparente de ferro. A
associacao do GOS + POLI 2,5% aumentou a absorcao de ferro em ratos
gastrectomizados e Sham, e a POLI 5% aumentou a absorgao aparente em

ratos gastrectomizados.
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As dosagens de hematdcrito e hemoglobina foram menores nos animais
Operados, comparados ao Sham. O tratamento POLI 5% aumentou os

niveis de hematécrito e hemoglobina em animais Sham e Operados.

As dosagens de VCM e HCM foram menores nos animais gastrectomizados
comparados ao controle. A associacdo dos dois prebidticos GOS + POLI
2,5% manteve os niveis de VCM e HCM mais elevado dentre os animais do
grupo Operados. Entretanto a POLI 5% aumentou a concentragao de
hemoglobina (HCM) no dentre o grupo Operado.

A concentracdo de ferro sérico foi menor nos animais Operados,
comparados ao Sham. A POLI 5% aumentou as concentra¢cdes de ferro
sérico nos animais Operados, enquanto a associacao da POLI + GOS 2,5%
aumentou nos animais Operados e Sham. Deste modo, ha fortes
evidéncias que a associacao dos dois prebidticos atuem como sinergistas,

potencializando o efeito prebidtico.
A ressecgao gastrica parcial deixou 0s animais vulneraveis a ma absorgao

de ferro, comprovando a eficiéncia desse modelo experimental para

estudos relacionados ao metabolismo do ferro.
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8 ANEXOS
Anexo 1
Uni idade Estadual de C i sl b
S‘"A niversidade Estadual de Campinas . s
i\ Instituto de Biologia »

UnNICAMP

CEEA-IB-UNICAMP

Comissio de Etica na Experimentagdo Animal
CEEA-IB-UNICAMP

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n°® 839-1, sobre "EFEITO DA SUPLEMENTACAO DE
GALACTOOLOGOSSACARIDEO E POLIDEXTROSE NA ABSORCAO DE
CALCIO E FERRO EM RATOS GASTRECTOMIZADOS" sob a responsabilidade de
Prof. Dr. Célio Kenji Miyasaka / Elisvinia Freitas dos Santos esta de acordo com

os Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comisséc de Etica na
Experimentacao Animal (CEEA)-IB-UNICAMP em reuniao de 08 de junho de 2005.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n° 839-1, entited "THE EFFECT
GALACTOOLIGOSACCHARIDES AND POLYDEXTROSE SUPPLEMANTATION
ON THE CALCIUM AND IRON ABSORPTION IN GASTRECTOMIZED RATS", is in
agreement with the Ethical Principles for Animal Research established by the

Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This project was approved by
the institutional Committee for Ethics in Animal Research (State University of
Campinas - UNICAMP) on June 8, 2005.

Campinas, 08 de junho de 2005.

A
|
/OU: \/\JQ/LA_{k : NGNS
Profa. Dra. Liana Verinaud Fétimarﬁlcjnso
Presidente - CEEA/IB/UNICAMP Secretaria - CEEA/IB/UNICAMP
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS TELEFONE 55 19 3788-6359
INSTITUTO DE BIOLOGIA FAX 55 19 32893124

CIDADE UNIVERSITARIA ZEFERINO VAZ
CEP -13.,081-970 - CAMPINAS - SP - BRASIL
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Anexos

CAT N.° 00800
Somente para
Uso in Vitro

DEFINIGAO

O teste e feito para determinar os niveis de calcio, que é o
responsavel pela contragdo muscular, transmissio nervosa e
coagulagdo sangliinea. O hormonio paratireoideano e a vitamina D
aumentam a absor¢do de célcio do tracto gastrointestinal e
aumentam a liberagdo do calcio para os 0ssos na existéncia de
deficit.

FISIOPATOLOGIA
O célcio quando ¢ removido por desmineralizagdo pode causar
fragilidade 6ssea e fraturas.

SIGNIFICADO CLINICO

Valores elevados - Hiperparatireoidismo, alcalose, grande consumo
de calcio, hipervitaminose, hipertireoidismo, uremia, transplante
renal, mieloma multiplo, fraturas, calculo renal, exercicio em
excesso, individuos acamados por periodos prolongados.

Valores baixos - Diarréia, abuso de laxante, infecgOes sérias,
queimaduras, hipoparatireodismo, alcoolismo, pancreatite,
deficiencia renal cronica, absorgao deficiente de calcio.

INTERFERENCIAS

Falsos valores elevados - Estrogencs, sais de calcio, vitamina D,
antiacidos, dieta rica em calcio.

Falsos valores baixos - Cortisona, gentamicina, meticilina, uso
excessivo de laxante, heparina, insulina, mitramicina, dieta pobre em
calcio, cloreto de sodio intravenoso,

METODO
Colorimétrico de Ponto Final.

LINEARIDADE E ESTABILIDADE DA REAGAO

A reacao é linear até 20 mg/dL. Para valores superiores utilizar 10
uL de amostra e multiplicar o resultado final por 2. A cor final da
reagao e estavel por 3 horas

COMPOSIGAO DO KIT

Reativo Padrdo CAT N.° 00801

Solugao estabilizada de Calcio = 10 mg/dL
Volume = 4 mL

Reativo CFX CAT N.° 00802

Solugéc estabilizada de Cresolftaleina
Complexona = 3,7 mmol/L Volume = 3,5 mL
Reativo Tampéao CAT N.° 00803

Solugéo de AMP = 0,2 mmol/L, pH=11
Volume = 250 mL

MATERIAL NAO FORNECIDO (NECESSARIO)

Espectrofotdmetro ou Colorimetro

Micropipetas e pipetas capazes de medir os volumes indicados na
técnica.

Tubos de ensaio.

Relégio ou Crondmetro.

VIDA UTIL E ARMAZENAMENTO
O kit € estavel até seu vencimento impresso na caixa, quando a
temperatura ambiente.

PRECAUGOES

O kit néo contém derivados de sangue humano, porém, considerar
qualquer amostra de paciente como potencialmente infectante.
Evitar o contato direto com as amostras.

N&o pipetar reagentes ou amostras com a boca .

Descartar as sobras das reages de acordo com as Boas Praticas

de Laboratorio em local préprio para materiais potencialmente
infectantes

REG. M.S. N.” 10246810027

Anexo 2

CALCIO

METODO COLORIMETRICO

LABORLAB

AMOSTRA

Soro ou urina, ndo usar plasma, pois os anticoagulantes complexam
o calcio dando resultados errdneos.

A determinacdo na urina requer uma dieta previa de pelo menos 3
dias livre de calcio (eliminar leite e seus derivados).

A amostra se mantém por uma semana refrigerada.

TECNICA

O material a ser utlizado, tubos de ensaio, ponteiras de
micropipetas, pipetas, etc. devem estar rigorosamente limpos, livres
de calcio e de tragos de anticoagulantes. Aconselhamos lava-lo com
detergente nédo idnico ou com solugéo diluida de acido mineral,
lavando apos, varias vezes com agua deionizada.

A técnica se caracteriza por Absorbancias dos blanks muito baixas,
leituras acima de 0,200 indicam contaminagao grosseira por calcio e
os reativos devem ser desprezados.

Colocar em 2 tubos de ensaio, marcados P(padrdo) e D
(desconhecido):
P D
Reativo CFX 50 L 50 pl
Reativo Tampéo 3,5mL 3,5mL

Misturar, ler as Absorbancias dos blanks internos BP e BD em
Espectrofotdmetro a 570 nm ou em Colorimetro com filtro vermelho
(560-590 nm), zerando o aparelho com agua deionizada. Logo apés,
agregar:
Padréo

Amostra 20 ul
Misturar, apés 10 minutos repetir as leituras, P e D.

20 uL

CALCULOS
Calcio mg/dL = D-BD x f

onde, f = 10 mg/dL
P-BP

Os volumes dos Reativos, Padrdo e Amostra, podem ser
aumentados ou diminuidos conforme o aparelho utilizado, por
exemplo:

Reativo CFX 20 pl
Reativo Tampé&o 1,5mL
Padrao/Amostra 10 puL

DOSAGEM NA URINA

Coletar a urina de 24 horas (sobre 20 mL de HCL a 50%).
Completar a 2 litros com agua deionizada. Homogeneizar e realizar
a técnica como no soro empregando 20 L desta amostra.

CALCULOS
Calcio Urinario mg/24 horas = D-BD x 200 mg/24 horas
P

VALORES DE REFERENCIA
Soro = 8,5 a 10,5 mg/dL
Urina = 80 a 200 mg/24 horas

APRESENTAGAO
Kit suficiente para 70 a 125 reacdes

BIBLIOGRAFIA

1) Martineck, R.G. - J. Am. Med. Tech. 33:416 (1971).

2) Henry, R.J. - Clinical Chemistry, Principies and Techniques
Harper & Row Publishers (1964).
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Anexos

CAT N.2 02000
Somente para
Uso in Vitro

DEFINIGAO

A maior quantidade da enzima Fosfatase Alcalina estd concentrada
nos ossos e no figado. Ela é tamhém encontrada nos rins, intestino
delgado e placenta, especialmente no final da gravidez. Ela é usada
na diagnose de doengas dos 0ssos e figado.

FISIOPATOLOGIA

A Fosfatase Alcalina aumenta nas doengas 6sseas porque a produ-
gdo de células € anormalmente aumentada. A Fosfatase Alcalina
aumenta nos problemas do figado porque ela nao é excretada con-
venientemente pelo mesmo. Nas criangas especialmente adolescen-
tes a Fosfatase Alcalina esta aumentada devido ao crescimento dos
0SS0s.

SIGNIFICADO CLiNICO

Valores elevados : Ictericia obstrutiva, hepatite, cirrose, cancer do
figado, ossos, seios e prostata, Doenga de Paget, osteite deforman-
te, mieloma muiltiplo, gravidez ( 32 trimestre), etc.

Valores baixos: Cretinismo, deficiéncia de acido ascérbico, anemia
perniciosa, insuficiéncia placentaria.

METODO Cinético.

INTERFERENCIAS

Falsos valores elevados: Fenotiazinas, alopurinol, ergosterol,
eritromicina, oxacilina, metiltestosterona, anticoncepcionais orais,
metildopa, procainamida, tolbutamida, tolazamida, colchicina.
Falsos valores baixos: Fluoretos, oxalatos, fosfatos, vitamina D,
propranoclol.

LINEARIDADE E ESTABILIDADE DA REAQI\O

A reagao é linear até 1092 U/L (AA/min = 0,200), para valores supe-
riores, diluir a amostra 1:5 ou 1:10 com solugéo fisioldgica e repetir a
reagdo, multiplicando o resultado final pelo fator de diluigdo utilizado
(5 ou 10)

O reativo de trabalho € estavel por uma semana refrigerado.
Quando sua leitura em absorbancia em 405 nm, com agua deioniza-
da, for superior a 0,700, desprezar o kit, pois 0 mesmo estara deteri-
orado.

COMPOSIGAO DO KIT

Reativo Tampao CAT N.2 02001

Solugdo de dietanolamina 1 mmol/L pH=9,8(25°C ).
Volume = 100 mL

Reativo Substrato CAT N.2 02002
p-nitrofenilfosfato de sédio
50 comprimidos

MATERIAL NAO FORNECIDO (NECESSARIO)
Espectrofotdmetro com: .
Sensibilidade a 405 nm = 0,001A

Banda de passagem < 10 nm

Luz espuria< 0,5 %

REG. M. S N.° 10246810003

FOSFATASE ALCALINA
METODO CINETICO

Anexo 3

r2

LABORLAB

Espessura da cubeta = 1,00 cm

Temperatura = = 0,2°C

Micropipetas e pipetas capazes de medir os volumes indicados na
técnica.

Tubos de ensaio.

Banho-maria a4 temperatura da reagao.

Cronémetro.

PREPARAQT\O DO REATIVO DE TRABALHO
Dissolver 1 comprimido de Reativo Substrato em 2 mL do Reativo
Tampao, agitar suavemente até completa dissolugéo.

VIDA UTIL ARMAZENAMENTO
O kit & estavel até a data do vencimento impresso na caixa, quando
refrigerado.

PRECAUCOES

O kit nao contém derivados de sangue humano, porém, considerar
qualgquer amostra de paciente como potencialmente infectante.
Evitar o contato diretc com as amostras.

Nao pipetar reagentes ou amostras com a boca .

Descartar as sobras das reagdes de acorda com as Boas Praticas
de Laboratsrio em local préprio para materiais potencialmente infec-
tantes

AMOSTRA

Obter soro da maneira usual. Os anticoagulantes tais como EDTA
de sédio, oxalato, citrato e fluoreto, produzem inibigdo da atividade
da Fosfatase Alcalina entre 50 e 90 %.

TECNICA

A DGKC recomenda 25°C, o Comité de Enzima da SSCC sugere
37°C e a IFCC 30°C. Deve ser considerado que a maior temperatura
se obtém maior sensibilidade mas, menor linearidade.

Com o Espectrofotémetro a 405 nm zerado com dgua deionizada em
absorbancia, pré incubar 1 mL do Reativo de Trabalho por alguns
minutos & temperatura selecionada.

Adicionar 10 uL de amostra, misturar rapidamente e, colocar no
aparelho, anotar a absorbancia inicial Ao, disparar o cronémetro,
anotar as absorbancias apés exatos 1,2 e 3 minutos de Ao. Sub-
trair cada leitura anotada da anterior e efetuar a média dos valores.

CALCULOS

Fosfatase Alcalina U/L = A A/min x 5460

Podem ser empregados outros volumes de Amostra/Reativo de
trabalho desde que mantida a relagéo 1: 100.

VALORES DE REFERENCIA

25°C 30°C 37°C
ADULTOS U/L 40 a 190 45 a 213 65 a 300
Criangas e ado- até 400 até 450 ate 645
lescentes, U/L

APRESENTAGAO
Kit suficiente para o preparo de 100 mL de reativo de trabalho (100 x 1 mL).

BIBLIOGRAFIA
1. Bessey, O.A., Lowry, O.H.& Brock, M.J, J. Biol. Chem. 163,231

(1946)
2. Bowers, G. N. and McComb, R.B. Clin. Chem. 12,70(1966).3.
McComb, R.B. & Bowers, G.N. Clin. Chem. 12/2:97 (1972).
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Anexos

CAT N.°01700
Somente para
Uso in Vitro

DEFINIGAO
O teste é executado no soro sangliineo para identificar o nivel do metal ne-
cessario, que esta presente em diminutas quantidades no corpe humano.

FISIOPATOLOGIA

O Ferro é utilizado na sintese da Hemoglobina. Apés a ingestdo o Ferro é
absorvido no intestino e ¢ ligado & Transferrina que o transporta para a medu-
la 6ssea onde a Hemoglobina é produzida

SIGNIFICADO CLIiNICO

Valores elevados - Anemia hemolitica perniciosa, deficiéncia de acido félico,
intoxicagdes por chumbo, insuficiéncia hepatica, talassemia, deficiencia de
piridoxina.

Valores baixos - Anemia ferropriva, cancer gastrointestinal, cancer do seio,
insuficiéncia renal cronica, Ulcera péptica, gravidez (20 a 40 semanas) recém-
nascido com pouco peso

INTERFERENCIAS
Valores falsamente elevados - Suplemento de Ferro, anticoncepcional oral,
hemdlise

METODO
Colorimétrico de Ponto Final

LINEARIDADE E ESTABILIDADE DA REACAO
A reacao € linear até 500 ug/dL
A cor final da reagéo & estével entre 6 e 20 minutos

COMPOSICAQ DO KIT

Reativo Padrao CAT 01701

Solugao de ions de Fe lll, equivalente a 100 pg/dL
Volume = 20 mL

Reativo PBTS CAT N.° 01702

Solugao estabilizada de Piridil

Bis-fenil Triazina Sulfonato = 50 mmol/L
Volume =7 mL

Reativo Tampao CAT N.° 01703
Solugédo de Succinato = 0,25 mmol/L, pH = 3,7
Volume = 200 mL

Reativo Redutor CAT N.° 01704
Ampola contendo Acido Mercaptoacetico a 70%
Volume = 3 mL

ATENGAO: O Reativo Redutor em contato com a pele causa graves
queimaduras.

MATERIAL NAO FORNECIDO (NECESSARIO)

Agua deionizada (vide IMPORTANTE)

Espectrofotometro ou Colorimetro.

Micropipetas e pipetas capazes de medir os volumes indicados na técnica.

vide IMPORTANTE
ubos de ensaios para o aparelho a ser utilizado.(vide IMPORTANTE)

PREPARAGCAO DO REATIVO TAMPAO/REDUTOR

Transferir o contelido da Ampola do Reativo Redutor para o frasco do Reativo
Tampao (verter o conteudo da ampola diretamente sobre o Reativo Tampao),
tampar o frasco, homogeneizar por inversao. Anotar no rétulo a data da
preparagao.

O Reativo Tampao/Redutor € estavel por 1 ano refrigerado. Leva-lo a 18-30°C
antes de usar

VIDA UTIL E ARMAZENAMENTO
QO Kit & estavel a temperatura ambiente até a data do seu vencimento impres-
sa na caixa

PRECAUCOES

O kit nao contém derivados de sangue humano, porém, considerar qualquer
amostra de paciente como potencialmente infectante. Evitar o contato direto
com as amostras.

Nao pipetar reagentes ou amostras com a boca .

Descartar as sobras das reagbes de acordo com as Boas Praticas de Labora-
torio em local proprio para materiais potencialmente infectantes.

REG. M. S N.° 10246810020

Anexo 4

FERRO

METODO COLORIMETRICO

LABORLAB

IMPORTANTE

LIMPEZA DO MATERIAL

Todo o material a ser usado na técnica deve estar livre de Ferro. Deve- se
deixar 0 mesmo submerso em uma soluc@o de Acido Cloridrico p.a a 10-15%
por 6 horas, apds, eliminar a acidez com numerosas lavagens com agua
deionizada (livre de Ferro).

Seca o material a no maximo 80°C em estantes de ago inox ou revestidas de
plastico

O material assim tratado deve ser utilizado exclusivamente na determi-
nagao de Ferro.

AGUA DEIONIZADA

E fundamental o uso de agua absolutamente livre de Ferro, tanto na lavagem
do material como a utilizada no Blank de Reativos.

O ideal & agua deionizada com condutividade menor que 0,02 nohms.

VALORES DE BLANKS ACEITAVEIS

A leitura do Blank de Reativos em Absorbancia nao deve ser superior a 0,150
e a agua deionizada devera ter uma desprezivel contribuicao nesta leitura

Para controlar esse Blank recomenda-se ler um Blank de Reativos (2 mL de
Tampao/Redutor + 0,5 mL H20 + 1 gota do Reativo PBTS), contra um Blank
de Tampao (2,5 mL de Tampao/Redutor + 1 gota do Reativo PBTS). A leitura
do Blank de Reativos devera ser menor ou igual a leitura do Blank de
Tampao, caso contrario substituir a 4gua deionizada por outra de quali-
dade comprovada.

AGITAGAO DOS TUBOS
Os tubos devem ser agitados suavemente, sem inverté-los para evitar conta-
minagoes.

AMOSTRA

Unicamente soro obtido da maneira usual, livre de hemdlise e de globulos
vermelhos. Os anticoagulantes interferem na reagao

O paciente deve estar em jejum e a coleta deve ser feita sempre no mesmo
horario ( preferencialmente pela manha ), pois, flutuagdes fisiologicas sao
significativas durante o dia.

TECNICA
Em 3 tubos de ensaio previamente preparados (vide IMPORTANTE), marca-
dos B (Blank ), P ( Padrao ) e D ( Desconhecido ) colocar: .

A\?ua deionizada 500 ul - -
ide IMPORTANTE)

adrao G 500 puL -
Soro = = 500 ul
Tampao/Redutor 2mL 2mL 2 mL

Homogeneizar suavemente (sem inverter). Vide IMPORTANTE. Ler a Absor-
bancia do Tubo D (Blank de Sorc BD), em Espectrofotometro a 560nm ou em
Colorimetro com filtro verde (540-560nm), zerando o aparelho com agua
deionizada.

Colocar, mantendo o frasco conta-gotas em posigao vertical, UMA GOTA do
Reativo PBTS em cada tubo.

Misturar imediatamente cada tubo e ler todos eles em 560 nm entre 6 a 20
minutos, zerando o aparelho com agua deionizada.

CALCULOS

Corrigir as leituras P e D, subtraindo os Blanks correspondentes:
P-B = P ( corrigida)
D - (B + BD)= D ( corrigida)

Ferro ng/dL = D ( corrigida) x

Onde:
f =

VALORES DE REFERENCIA
De 60 até 160 pg/dL com a seguinte media de valores:

100 pg/dl
( P corrigida)

Homens = 114,6 pg/dL
Mulheres = 108,3 pg/dL
APRESENTAGAO:

Kit suficiente para 100 reacoes
BIBLIOGRAFIA:

Dixon K - Ann.Clin.Biochern 10/5:127 (1973)
ICSH - AM.J.Clin.Path.56/4:543 (1971).
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Anexos

Anexo 5
[l Férum Nacional de Nutrigao, realizado dia 24 de margo de 2007, Rio de Janeiro.

RESSECGCAO GASTRICA PARCIAL CAUSA DEPLEGCAO DE FERRO EM
RATOS

SANTOS, EF*; TSUBOI, KH*; FALCONI, MA**; PALU, BF**; ANDREOLLO, NA**;
MIYASAKA, CK*

*Faculdade de Engenharia de Alimentos; **Faculdade de Ciéncias Médicas;

Unicamp — Campinas, SP — Brasil

Introducao: A resseccao gastrica € o principal tratamento do cancer gastrico,
permitindo ao paciente um alivio dos sintomas e o restabelecimento da saude.
Varios autores consideram a anemia por deficiéncia de ferro uma freqliente
complicagao das resseccdes gastricas. Objetivo: Avaliar o efeito da resseccao
gastrica parcial no hemograma e ferro sérico de ratos gastrectomizados. Materiais
e Métodos: Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar recém-
desmamados. Ao atingir 250 g os animais foram gastrectomizados parcialmente,
sendo a anastomose realizada com o jejuno. Apdés 15 dias em recuperacao
receberam dieta formulada AIN-93M. Para a andlise do ferro sérico e hemograma
as amostras de sangue foram coletadas em dois tempos: Antes da cirurgia e 8
semanas apds o inicio da dieta experimental. O conteudo de ferro sérico foi
determinado por método colorimétrico disponivel comercialmente (Kit Laborlab)
em espectrofotébmetro a 560 nm. O hematdcrito e hemoglobina foi realizada em
analisador hematolégico Advia ™ 120 — Bayer®. Os dados foram submetidos &
analise de variancia ANOVA/teste Duncan’s (p<0,05*). Resultados: A resseccao
gastrica diminuiu o hematdcrito dos animais (Inicial*: 44,2+0,5; Final*: 38,9+1,0). A
hemoglobina antes da cirurgia apresentou-se maior (Inicial*: 14,7+£0,1; Final*:
11,840,6). O ferro sérico diminuiu significativamente 8 semana apos a ressec¢ao
gastrica (Inicial*: 222,5+10,4; Final*: 41,76+11,5). Conclusao: Através dos
resultados encontrados conclui-se que a gastrectomia parcial com anastomose no
jejuno tem um efeito relevante nesses parametros, deixando o0s animais
particularmente vulneraveis a ma absorcéao de ferro, comprovando a eficiéncia do
nosso modelo experimental.

Palavras-chave: Ferro. Anemia. Hematdcrito. Hemoglobina. Gastrectomia. Ratos.
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Anexo 6

Il SIMPOSIO DO CBNF — Centro Brasileiro de Nutrigdo Funcional, que foi
realizado de 19 a 21 de abril de 2007 no Centro de Eventos do Hotel Continental,
Canela/RS.

EFEITO DA RESSECGCAO GASTRICA PARCIAL NOS NIiVEIS DE CALCIO
SERICO E URINARIO DE RATOS WISTAR.

SANTOS, EF'; TSUBOI, KH'; PALU, BF?; ANDREOLLO, NA?; MIYASAKA, CK'
'Departamento de Alimentos e Nutricdo, Faculdade de Engenharia de Alimentos,

Universidade Estadual de Campinas, Campinas, Sao Paulo.

®Departamento de cirurgia, Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade
Estadual de Campinas, Sao Paulo, Brasil.

Introdugao: O calcio € o mineral mais abundante no organismo, constitui cerca de
1,5 a 2% do peso corpéreo (1200g) e 39% dos minerais do corpo humano. O
controle homeostatico do calcio envolve os processos de absorg¢do, excregao,
secrecao e armazenamento no 0sso. Objetivo: O objetivo desse estudo foi avaliar
o efeito da ressecgao gastrica parcial nos niveis de calcio sérico, urinario e fecal.
Materiais e Métodos: Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar com 250
g que foram gastrectomizados (GXT) parcialmente, com anastomose ao jejuno.
Apo6s 15 dias em recuperagado receberam dieta formulada AIN-93M por 60 dias
(G1= GXT(-); G2=GXT(+). O conteudo de calcio sérico e urinario foi determinado
por meétodo colorimétrico disponivel comercialmente (KIT LABORLAB) em
espectrofotébmetro a 570 nm. O calcio fecal foi determinado por espectrometria de
emissdo. Os dados foram submetidos a andlise de variancia ANOVA/teste
Duncan’s (p<0,05*). Resultados: A gastrectomia diminuiu os niveis de célcio
sérico (G1*=7,28%40,34; G2*=6,10+£0,44) e a excregcao de calcio urinario
(G1*=134,1049,27; G2*=94,6819,62). O calcio fecal nao apresentou diferenca
significativa (p<0,05) (G1=61,13+1,81; G2=57,211+2,23). Conclusao: A resseccao
parcial diminuiu os niveis de calcio sérico e urinario e ndo altera a excregao de
célcio nas fezes. Os niveis baixos de calcio urinario verificados podem ser devido
a uma maior reabsorc¢ao tubular renal de calcio, com o intuito de regular o célcio

sérico.
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Anexo 7
Il SIMPOSIO DO CBNF — Centro Brasileiro de Nutrigdo Funcional, realizado de 19

a 21 de abril de 2007 no Centro de Eventos do Hotel Continental, Canela/RS.
POLIDEXTROSE POTENCIALIZA A ABSORCAO DE FERRO EM RATOS
GASTRECTOMIZADOS

SANTOS, EF'; TSUBOI, KH'; FALCONI, MA?; PALU, BF®; ANDREOLLO, NA?;
BAPTISTA, RCM*; PEREIRA, AC*; SILVA, CG*; MIYASAKA, CK'

'Departamento de Alimentos e Nutricdo, Faculdade de Engenharia de Alimentos,

Universidade Estadual de Campinas, Campinas, Sdo Paulo.; 2Hemocentro,
Universidade Estadual de Campinas, Campinas, Sdo Paulo.; *Departamento de
cirurgia, Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade Estadual de Campinas,
Sao Paulo, Brasil.; “Laboratério Biominerais Andlises Quimicas Ltda, Campinas,
Sé&o Paulo, Brasil.

Introducao: A gastrectomia é praticamente a principal forma de tratamento do
cancer gastrico em certos estagios. No entanto a auséncia da secrecao acida
estomacal pode levar a anemia que ocorre em até 75% destes pacientes. Os
carboidratos néo digeriveis (alimentos funcionais) sdo fermentados no intestino,
diminuindo o pH e aumentando a absorcdo de minerais. Objetivo: O objetivo
desse estudo foi avaliar o efeito da suplementagcao de polidextrose (prebidtico) na
absorcdo de ferro em ratos gastrectomizados. Materiais e Métodos: Foram
utilizados ratos machos da linhagem Wistar com 250g que foram
gastrectomizados (GXT) parcialmente, com anastomose ao jejuno. Apos 15 dias
em recuperacgao receberam dieta formulada contendo Polidextrose (POLI) (50g/kg
de dieta) por 60 dias (G1=GXT(+) POLI (-); G2=GXT(+) POLI(+). Foram
determinados a absor¢cao aparente onde ferro fecal e da dieta foram determinados
por espectrometria de emisséo, o ferro sérico foi por método colorimétrico por
espectrofotometria a 560 nm. Os dados foram submetidos a analise de variancia
ANOVA/teste Duncan’s (p<0,05*). Resultados: Nos animais que receberam a
polidextrose houve diminuicdo de excrecdo de fezes (G1*=0,53+0,01;
G2*=0,441+0,01), aumento da absor¢cdo aparente de ferro (G1*=0,42+0,07;
G2*=0,73%0,06) e aumento do ferro sérico (G1*=41,76x11,56; G2*=63,35%£10,98).
Conclusao: A suplementacao de polidextrose aumentou a absorcao de ferro.
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Anexo 8
10™ European Nutrition Conference, realizada de 10 a 13 de julho de 2007 / Paris

— Franca

EFFETS OF THE SUPPLEMENTATION OF GALACTOOLIGOSACHARIDE
AND/OR POLYDEXTROSE IN THE IRON METABOLISM IN GASTRECTOMIZED
RATS

Elisvania Freitas dos Santos’, Kathia Hitomi Tsuboi', Claudia Cardoso Netto',
Nelson Adami Andreollo?, Celio Kenji Miyasaka'

'Department of Food and Nutrition, Food Engineering College, Campinas State
University, Sao Paulo, Brazil

2 Department of surgery, Doctors Sciences College, Campinas State University,
Sé&o Paulo, Brazil

The gastric resection is the main treatment of the gastric cancer causing the
depletion in the iron absorption and leading to anemia. Prebiotics functional foods
can increase the absorption of this mineral improving its biodisponibility. The
purpose this study is to compare the effect of the supplementation of
galactooligosacharide and/or polydextrose in the iron metabolism in
gastrectomized rats. The rats (200,0g) were gastrectomized (GXT) and 15 days
after they received GOS (50g GOS/Kg diet), POLI (50g POLI/Kg diet) and/or GOS
+ POLI (25g GOS + 25g POLI/Kg diet) for 60 days (G1=GXT; G2=GXT+GOS;
G3=GXT+POLI; G4=GXT+GOS+POLI) in formulated diet AIN-93M. The
hematocrit, hemoglobin, seric iron were performed. The data were analyzed by
two-way ANOVA/Duncan’s test (p<0,05*). The POLI treatment increased
hematocrit results (G1=38,9+1,0; G2=35,8+1,1; G3*=42,1+1,3; G4=39,8%1,2). The
hemoglobin of the animals results of G3 and G4 treatments was increased
(G1=11,8+0,6; G2=10,8+0,7; G3*=13,7+0,4; G4*=13,2+0,6). The administration of
GOS+POLI (G4) enhanced the seric iron (G1=41,7£11,5; G2=48,616,5;
G3=63,3%£10,9; G4*=81,3%£15,0). The treatment with POLI increased all of the
hematological parameters, however, the association with GOS these results are
more pronounced showing that this two compounds may be considered such as

adjuvant to increase the absorption of minerals.
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