CINETICA DE ABSORCAO DO CALCIO DO LEITE E DA CASCA DE OVO NO INTESTINO DELGADO
DE RATOS]1

ALICE KATSUKO OGUIDOZ
REBECA CARLOTA DE ANGELIS3
INES FUMIKO UBUKATA YADA%

OGUIDO, Alice Katsuko; DE ANGELIS, Rebeca Carlota. Cinética da absorcéo do célcio do leite e da casca de ovo no
intestino delgado de ratos. Semina: Ci. Agr., Londrina, v. 16, n. 1, p. 7-13, mar. 1995.

RESUMO: O presente trabalho teve por objetivo determinar os pardmeltros absorlivos e pardmetros cinéticos de célcio no leite e
na casca de ovo, através de técnica da alga ligada “in situ” e “in vivo™. Para a determinacédo dos pardmeiros cinéticos foram utili-
zados os mélodos dos minimos quadrados, regresséo inversa ponderada. Os pardmetros absortivos determinados foram melho-
res na casca de ovo quando comparados com leife e CaCls, porém, os pardmetros cinéiicos foram melhores no leite.
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INTRODUCAO

O crescente reconhecimento da importéncia nutri-
cional de célcio para desenvolver um esqueleto do tama-
nho e vigor que se aproxima do potencial genético torna
o estudo da absorcéo intestinal de calcio pertinente e re-
levante.

A adequada ingestdo de minerais & determinada
pela eficiéncia na absorcao a partir de diferentes tipos de
alimentos, de dietas e de maiérias alimenticias, e sob di-
ferentes condigbes e estado fisioldgico.

Segundo ROSEMBERG & SOLOMONS (1982),
para uma anélise de absor¢do de minerais, devem-ser le-
var em consideracdo os fatores que influenciam a sua
biodisponibilidade, como, por exemplo, a forma guimica
do mineral, a valéncia, a imteracdo no limen com proiel-
nas, peptidios, amino 4cidos, dnions e outros metais (AL~
LEN, 1982).

Vérios componentes dos alimentos ou dietas inter-
ferem na absorcdo de calcio: a vitamina D, protelnas,
lactose aumentam a absorgio, enquanto que substancias
como o Acido fitico, fibras de dieta, dcido oxalico e gor-
duras prejudicam a sua absor¢gdo (MCBEAN & SPECK-
MANN, 1974).

MARSHALL (1976) e TOVERUD & DOSTAL (1986)
traduziram a absorcdo de célcio segundo um modelo
matemético de regressé@o linear Y = A + Bx, no qual a
intereseccdo A com a ordenada &€ uma estimativa do
transporte maximo pelo processo ativo, e a inclinagéo

B representa a contribuicdo do componente passivo. A
relativa contribuicdo da absorc¢éo ativa € maior em baixas
concentragbes de calcio luminal (abaixo de 9mM). O
componente passivo & representado pela linha reta e o
componente ativo &€ a diferenca desta linha e o total de
célcio absorvido.

Um artigo de revisédo realizado por BRONNER et al.
(1986) traz alguns parametros cinéticos de Vmax = 22
umol.h-1/g (p/p-1), e K = 3,9 mM e a taxa do compo-
nente nédo saturavel de 0,16 gue poderdo ser utilizados
para predizer os resuliados da absorcdo de célcio.

As caracteristicas de transporte de calcio na absor-
¢do intestinal tém sido extensivamente estudadas (WAL -
LING & ROTHMAN, 1969; ARMBRECHT et al., 1980;
WASSERMAN, 1981; WASSERMAN & FULLMER, 1983;
PANSU et al., 1993) em animais adultos h& muito tempo,
entretanto, as caracteristicas cinéticas de transporie de
célcio em animais jovens tém sido estudadas a partir da
década de 80.

Por isso, procurou-se explorar a bio-utilizacdo de
calcio proveniente de diferentes alimentos e obter mais
informacdes sobre os parametros cinéticos de absorcédo
de célcio intestinal em ratos jovens.

2 — MATERIAL E METODOS
2.1 — ANIMAIS

Foram utilizados ratos machos (Rattus norvegi-
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cus, var. albinus) da linhagem Wistar, com 1 a 1,5 meses
de idade com cerca de 100 + 8g de peso corporal. Esses
animais foram obtidos do Biotério de Ciéncias Biomédi-
cas da USP e receberam acdo-proveniente da Nuvital
Nutrientes Lida. ai¢ um dia antes do experimento. O
contelido de célcio determinado nessa ragdo foi de
1g/100g de racao.

As fontes de célcio escolhidas foram o leite em pd e
a casca de ovo. A casca de ovo que ndo € considerada
alimento, contém grandes guantidades de célcio, 31,56¢g
em 100g, e tem sido cogitada para servir de fonte de cél-
cio para suplementagéo de dietas ou alimentos.

2.2 - PREPARACAO DAS SOLUCOES DE CALCIO

Leite: utilizou-se o leite em pé (marca Ninho, Nes-
tlé) obtido do comércio local. Tomaram-se 55,55g de leite
em pd e diluiu-se em solugio fisioldgica. Tratou-se, em
seguida com &cido clorfdrico e neutralizou-se com hidré-
xido de sddio. As 6 solugbes de célcio do leite preparadas
a partir da solugdo anterior continham 66,25; 75,63; 91,86;
116,86; 165,00; e 490,25 ugCa/ml.

Casca de ovo: partiu-se de 100g de casca de ovo
mofdo no moinho de bolas e seco em estufa a 105°C.
Adicionou-se acido cloridrico concentrado, o que permi-
tiu a dissolugédo total da casca de ovo e, em seguida neu-
tralizou-se com hidrdoxido de sddio. A partir dessa solu-
¢ao, 6 solugtes foram preparadas com as seguintes con-
centragtes de calcio: 61,25; 74,00; 90,00; 118,75; 181,00; e
410,00 ugCa/ml.

CaCly: partiu-se de 1,47g de CaCly 2H50 dilufdo em
solugao fisioldgica. Preparou-se, entdo 6 outras solugdes,
cujas concentracbes foram de: 48,00; 74,00; 105,00;
134,00; 162,00 e 204,00 ugCa/ml. Preparou-se também
uma solucéo cuja concentragdo determinada foi de 1.340
ugCa/ml.

2.3 — PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Utilizou-se a técnica da alga ligada “in situ”™ e “in
vivo” (PANSU et al., 1976).

Os animais foram deixados em jejum cerca de 24
horas antes da cirurgia e anestesiados com é&ter. Fez-se
um corte longitudinal no abdomen para a exposicao do
intestino delgado e colocou-se uma ligadura a 1,5 cm do
piloro e outro a 10 cm da vélvula lleocecal.

Com uma seringa calibrada foram introduzidos 2
m! de cada uma das solugfes em teste. Apds 30 minutos,
o conteldido intestinal foi recolhido com uma lavagem
com solugao fisioldgica.

As amostras foram tratadas com a mistura de acido
nitrico e percldrico (proporgdo de 3:1). Apds as devidas
diluigbes, o contelido total de célcio foi determinado no
espectrofotdmetro de absorgio atdmica pelo método de
digestdo dmida. (LOTT et al., 1956).

2.4— DELINEAMENTO ESTATISTICO

Partindo das premissas de que:

a) a absorgdo de cédlcio no intestino delgado de ratos é
uma soma de dois processos ativos e passivo (PANSU
et al., 1983);

b) a absorgdo de céicio, em elevadas concentragdes, &
diretamente proporcional a sua concentracdo (WAS-
'SERMAN & TAYLOR, 1969);

c) o intervalo ideal de concentracdo para fixar os para-
metros cinéticos varia de 0,3 a 28,7 mM de célcio, ou
seja, de 12 a 748 ugCa/ml (BRONNER et al., 1986);

d) sdo necesséarios pelo menos 6 niveis de concentracdo
de célcio para uma estimativa razoavel dos parame-
tros cinéticos Vmax, Km e P (PAPWORTH & PA-
TRICK, 1970).

Foram considerados fontes de célicio de alimentos o
leite e a casca de ovo e CaCly; como padréo.

Para cada- fonte, ajustou-se a curva referente 3
parte ativa com 6 pontos, subtrafdos da regressao linear
(slope) com no minimo 2 pontos (2 do padréo) e o refe-
rente ao ponto de concentracéo mais elevada da fonte em
questdo.

A determinac¢io dos pardmetros cinéticos seguiu o
seguinte roteiro:

1. Curva total de absorgio
Plotou-se a absorcdo versus concentracéo da solucédo
2. Ajuste linear da parte de elevada concentracéo de cal-
cio com o padréo CaCls,
Determinaram-se os valores preditos de P.
3. Determinagdo da absorgdo ativa nos 6 nfveis de
concentracido

At = Aat + Apas
Aat = At— Apas

onde: At = absorc¢ao total
Aat = absor¢éo ativa
Apas = absorcéo passiva

4. Ajuste da equacdo de Michaelis e Menten:

_ Vmax (Ca?t)
Km + (Ca2¥)

pelo método dos minimos quadrados (BUCLON et al.,
1979 e CLELAND, 1967).

5. Determinagio dos valores de Vmax e Km para cada
uma das fontes através da regressdo inversa pondera-
da:

A _Km +{Cat) _ 1 +_Km 1
A Vmax. (Ca2T) Vmax Vmax (Ca2t)

Y = a-+ bx
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Portanto:

i
Y =—
A

e, L
(Ca2)

Vmax =l €
a
Km = = b.Vmax

A variacdo de Km neste trabalho foi de 0,20 a 5,00 e
a regido do processo saturavel foi de 0,20 a 1,46.

3 — RESULTADGOS E DISCUSSAO

A quantidade total de céicio absorvido em 30 mi-
nutos é igual a:

A =|-(D-S), onde

A = quantidade total de célcio absorvido em 30 minutos.

| = quantidade de célcio introduzido na alca intestinal,
ou seja, o valor da concentracao da solugdo de célcio
do alimento em questao multiplicado por 2.

D = quantidade de célcio determinado no conteddo in-
testinal.

S = quantidade de célcio secretado, ou seja, determina-
dos com os ensaios com solucéo fisioldgica.
O S determinado foi de 60,76 ugCa para o leite,
72,38 ugCa para a casca de ovo e 60,00 ugCa para
CaCls.

Na Tabela 1 consta a média dos resultados da
quantidade de célcio determinados no contelddo
intestinal de ratos tratados com leite, casca de ovo e
CaCl, nos diferentes nfveis testados.

Pode-se notar, através da Tabela 2, que a quanti-
dade total de célcio absorvida aumentou com a elevacédo
das concentragdes das solugbes de célcio nos alimentos
testados, 0 que nao podemos afirmar em relagdo a por-
centagem de absorgado de célcio (Tabela 3) que decresceu
com o aumento das concentracGes de cdicio das solucdes
de alimentos introduzidas na alga intestinal.

Assim, os dados sugerem uma relac@o inversa en-
tre a absorgdo intestinal e a quantidade presente no ld-

men, fato esse andlogo ao verificado por MALM (1958) e
HEANEY et al. (1975), que demonstraram em humanos

que a fracdo de céicio absorvida da dieta é inversamente
proporcional & quantidade ingerida.

As menores porcentagens de absorgdo ocorreu
com CaCl; em todos os niveis estudados comparados,
com o leite e casca de ovo (Tabela 3). Esses resultados

estdo compativeis com o experimento de RECHER et al.

(1988), no qual os autores testaram a absorcédo de célcio
de 6 diferentes fontes de célcio e encontraram que o cél-
cio absorvido de sal foi menor dentre as fontes de ali-
mentos testados, como aconteceu neste trabalho.

interessante notar que, nos niveis estudados, as
prcentagens de absorgdo foram maiores na casca de ovo
quando comparados com as de leite. Resultados esses
nao esperados, uma vez que o leite contém fatores auxi-
liadores de absor¢gao como proteinas e lactose.

A taxa de absorcao de célcio do leite, da casca de
ovo e de CaCl; aumentou progressivamente & medida
que se aumentaram as concentragdes de célcio luminal
(Tabela 3), como também, a quantidade absoluta de cél-
cio absorvido (Tabela 2). Resultados que fazemn supor que
o transporte de célcio ocorreu através de dois processos,
ativo, saturavel e passivo, concentra¢io dependente. Essa
afirmativa torna-se mais consistente quando se obser-
vam as taxas de absorcdo nos niveis compreendidos en-
tre 90 e 150 ugCa/ml em que os respectivos valores de ta-
xas de absorcao nao sofrem grandes alteracoes, regiao
onde estaria ocorrendo o transporte méximo saturado
pelo processo ativo.

Se o transporte de célcio estivesse ocorrendo so-
mente pelo processo ativo, a absorgdo, apods ter atingido
saturacdo maxima, permaneceria constante, j§ que a
quantidade de transportadores existentes na membrana
das células do intestino delgado & constante. Portanto, se
a taxa de absorcdo de célcio aumentou & porque a absor-
¢do de célcio ocorreu, també&m, através do processo pas-
sivo, que é concentragdo dependente.

Segundo TOVERUD & DOSTAL (1986), na equacio
de regressao linear Y = A + Bx, Y representa a quanti-
dade de célcio absorvido do limen intestinal para o san-
gue num determinado valor de célcio introduzido x. A
interseccdo A com a ordenada & uma estimativa de trans-
porte méximo de célcio pelo processo ativo e a inclinagéo
B representa a contribuicdo do processo passivo.

A regresséao linear da quantidade de célcio absorvi-
do dos diferentes alimentos resultou para:

leite Y 32,93 + 0,33x
casca de ovo Y = 52,42 + 0,37x
CaCly Y = 8,62+ 0,29x

Observa-se, portanto, que o maior transporte de
célcio pelo processo ativo ocorreu com a casca de ovo e o
menor com o CaCly. Em relacéo ao componente passivo,
o resultado fei melhor para a casca de ovo e menor para
o CaCly.

A determinacio dos parametros cinéticos Vmax e
Km (Tabela 4) resultaram das equagGes das curvas que
caracterizaram o transporte ativo, ou seja, através da re-
gresséo inversa ponderada, como descrito no material e
métodos.

Observam-se que os maiores valores Vmax e Km
ocorreram com o leite quando comparados com a casca
de ovo ou CaClsy.

Semina Ci. Agr,v. 16,n. 1, p. 7-13



A quantidade de céicio absorvida pelo processo ati-
vo foi maior para a casca de ovo; no entanto, a velocidade
méxima de absorgdo foi maior para o leite, resultado esse
que permite sugerir que, provavelmente, os fatores exis-
tentes no leite tenham de alguma forma afetado o valor
de Vmax.

O Km esté relacionado com a afinidade do célcio ao
transportador de maneira inversa, ou seja, quanto maior
o valor de Km menor é a afinidade, e representa a con-
centracédo de célcio quando o Vmax & igual a metade.
Neste contexio, os resulitados demonstram que a maior
afinidade do céicio ao transportador ocorreu com o CaCly
e a menor com o leite.

E importante frisar que & dificil medir com precisao
Vmax e Km de transporte ativo de célcio “in vivo’ (IRE-
LAND & FORDTRAN, 1973). Isio porque & impossivel
medir diretamente o transporte passivo de calcio, 8 me-
dida que a concentragio de célcio & aumentada acima da
concentracdo de calcio plasmético.

Um dos métodos para estimar o componente pas-
sivo foi apresentado neste trabalho e a partir desses da-
dos obtidos, o componente de transporte ativo foi deri-
vado indiretamente. Devido a essa incerteza envolvendo
o componente difusional, as constanies cinéticas deriva-
das dessa anélise devem ser consideradas como aproxi-
macodes.

Tanto isso & verdade que FAVUS (1985) afirma em
seu trabalho que as caracteristicas cinéticas dos trans-
portadores poderdo ser precisamente determinadas so-
menie quando o processo de transporte for totalmente
caracterizado no nfvel molecular.

Além disso, as diferentes metodologias utilizadas
para a determinacédo dos pardmetros cinéticos, como por
exemplo, as técnicas da alga ligada “in vivo” e “in situ”’,
perfusdo “in viva"”, alcas intestinais “in vitro”, sao fatores
que contribuem para os diferentes valores de Vmax e Km
encontrados em diferentes experimentos.

Como exemplo do que foi afirmado acima, temos
que no trabalho de PANSU et al. (1981), @itilizando-se do
método de perfusdo, com um meio de 0,2 a 34mM de
célcio, encontraram valores de Vmax igual a 23 umol-
Cal/g.h e Km de 1,05 mM. Por outro, IRELAND & FORD-
TRAN (1973) encontraram os valores de 0,29 molCa/60
para Vamx e 3,56 mM para Km, realizando a experiéncia
no jejuno dos humanos pelc método de perfusdo. J& os
autores OMDAHL & DELUCA (1973) encontraram os va-
lores de 28 umolCa/h e 36 umolCa para Vmax e Km, res-
pectivamente, utilizando-se da técnica da alga ligada no
duodeno de rato.

Tais resultados divergentes sdo devidos, também,
as condigbes em que foram realizadas as experiéncias,
como por exemplo, ratos tratados ou ndo com vitamina
D, dietas de animal contendo ou néo, baixo ou elevado
teor de célcio, idade dos animais utilizados, entre outros.

Os valores de Km abaixo de 0,2mM s&o consisten-
tes com um processo de transporte epitelial de significan-
cia fisioldgica quando a concentragdo de célcio luminal &
baixo. E o que ocorreu com os resultados por nés obtidos
com o maior valor de Km igual a 1,63mM para o leite,
0,35 mM para a casca de ovo e 0,09 mM para CaCly. Com
relacdo aos valores de Vmax por nds observados para os
diferentes alimentos ndo diferem muito dos valores en-
contrados na literatura, levando-se em consideragédo as
ressalvas citadas anteriormente.

4 — CONCLUSQES

Os parédmetros absortivos determinados, quantida-
de total de célcio absorvido, porcentagem de absorgao
e taxa de absorc@o resultaram melhores na casca de ovo
quando comparados com o leite ou CaCly. Entretanto,
em relagdo aos parametros cinéticos Vmax e Km, o leite
foi o melhor.

TABELA 1 — TEOR DE CALCIO DETERMINADO NO CONTEUDO INTESTINAL DE RATOS TRATADOS
COM SOLUCOES DE LEITE, CASCA DE OVO E CaCly EM ug

LEITE concentragéo de solugdes de leite (ugCa/mil)
’ 66,25 75,63 91,86 116,86 165,00 490,25
® 146,36 112,80 137,63 188.60 251,93 612,70
CASCA DE concentracdo de solugdes de casca de ovo (ugCa/mil)
ovo
61,25 74,00 20,00 118,75 181,00 419,00
* 100,58 116,10 130,63 162,65 251,99 513,00
CaCls, concentragéo de solugdes de CaCly(ugCa/mi)
48,00 74,00 105,00 134,00 162,00 204,00
* 129,28 149,69 190,33 241,33 282,83 349,39

* n = 10 (n? de ratos tratados para cada uma das concentracbes)
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TABELA 2 - QUANTIDADE TOTAL DE CALCIO ABSORVIDO DO LEITE, DA CASCA DE OVO E DE CaClj

EM 30 MINUTOS EM ug

LEITE concentragéo de solugdes de leite (ugCa/mil)
66,25 75,63 91,86 116,86 165,00 490,00
45,90 99,22 106,85 105,88 138,83 428,06
CASCA DE concentragao de solugdes de casca de ovo (ugCa/ml)
ovo
61,25 74,00 90,00 118,75 181,00 410,00
2 94,30 104,28 121,75 147,23 182,39 379,38
CaCly concentragdo de solugées de CaCla(ugCa/ml)
48,00 74,00 105,00 134,00 162,00 204,00
* 26,72 58,31 79,67 86,67 101,17 118,61

* n = 10 (n? de ratos tratados para cada uma das concentragdes)

TABELA 3 - PORCENTAGEM DE ABSORCAO DOS ALIMENTOS EM DIFERENTES

NIVEIS DE CONCENTRACAO

LEITE

taxa abs.
conc. ugCalfml % abs. ugCa/min
66,25 3540 1,56
75,63 65,60 3,30
91,86 58,16 3,66
116,86 45,30 3,52
165,00 42,10 4,63
490,25 43,66 14,26
CASCA DE OQVO taxa abs.
cone. ugCa/ml) % abs. ugCa/min
61,25 76,98 3,14
74,00 70,46 348
90,00 67,64 4,06
118,75 62,00 4,90
181,00 50,38 6,08
410,00 46,26 12,65
CaCli, taxa abs.
conc. ugCa/mil % abs. ugCa/min
48,00 27,83 0,89
74,00 39,39 1,94
105,00 37,93 2,66
134,00 32,33 289 .
162,00 30,11 3,37
204,00 29,07 3,95
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TABELA 4 - PARAMETROS CINETICOS Vmax, Km E P DOS DIFERENTES ALIMENTOS

Componentes do transporte ativo Componentes do transporte passivo

Vmax Km

{ugCa/min) {ugCa/mi) ou mM P r
leite 25,64 + 0,05 65,08 + 0,33 1,63 0,33 + 0,07 0,81
casca de ovo 12,82 + 0,02 13,96 + 0,27 0,35 0,37 + 0,04 0,83
CaClp 1,38 + 0,24 3,40 + 1,64 0,09 0,29 + 0,05 0,87
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ABSTRACT :This study was conducted to investigate the kinetics of calcium absorption from milk and egg shell “in situ” and “in
vive” loop preparation. The kinetic parameters were delermined by the least squares method, by the linear regression and by the
inverse ponderate regression. The determined absorptive parameters were considered betier in the egg shell when compared

with milk or CaCls, but the kinetic parameters were considered better in the milk.
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