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RESUMO

TORRES, Marcia Regina Simas Gongalves. Efeitos da dieta rica em calcio
associada a restricao energética sobre biomarcadores da funcao endotelial e
fatores de risco cardiovascular em individuos obesos. Rio de Janeiro, 2010. 186f.
Tese (Doutorado em Fisiopatologia Clinica e Experimental). Faculdade de Ciéncias
Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 2010.

1. Contexto: evidéncias recentes sugerem que dietas ricas em calcio auxiliam na
reducéo do peso corporal e da obesidade abdominal; no aumento da sensibilidade a
insulina; na melhora do perfil lipidico; na modulacao da pressao arterial e na reducao do
estado inflamatério associado a obesidade.

2. Objetivo: avaliar os efeitos da dieta rica em calcio associada a restricado energética
sobre a perda ponderal, gordura corporal, obesidade abdominal, metabolismo glicidico,
perfil lipidico, concentragdes séricas de leptina, pressao arterial (PA), biomarcadores
inflamatorios, fibrindlise, biomarcadores da funcao endotelial e metabolismo do célcio
em individuos obesos.

3. Tipo de estudo: ensaio clinico randomizado. Os participantes foram randomizados
para ingerir uma dieta pobre em calcio (DPC) («<500mg/dia; n=25) ou uma dieta rica em
célcio (DRC) (£1200mg/dia; n=25), suplementada com leite em p6 desnatado (60g/dia).
Os 2 grupos foram orientados a seguir dieta hipocalérica (-800Kcal/dia) com niveis
similares de macronutrientes, durante todo o periodo do estudo (16 semanas).

4. Casuistica: 50 pacientes com obesidade grau 1, de ambos os sexos, com idade
entre 22 e 55 anos, apresentando baixa ingestdo habitual de célcio (<500 mg/dia).

5. Local do estudo: Laboratorio da Disciplina de Fisiopatologia Clinica e Experimental
— Clinex. Universidade do Estado do Rio de Janeiro.

6. Variaveis estudadas: peso corporal, altura, indice de massa corporal, dobras
cutaneas, gordura corporal, circunferéncia da cintura, circunferéncia do quadril, relacao
cintura quadril, indice de conicidade, glicose, insulina, resisténcia a insulina (HOMA-IR),

colesterol total, LDL-colesterol, HDL-colesterol, triglicerideos, leptina, PA, proteina C



reativa, fator de necrose tumoral-alfa, inibidor do ativador do plasminogénio — 1 (PAI-1),
molécula de adesao intracelular-1 (ICAM-1), molécula de adeséo celular vascular-1
(VCAM-1), E-selectina, paratorménio (PTH), calcitriol, calcio sérico e excrecao urinaria
de calcio, uréia e sédio.

7. Resultados: Apds as 16 semanas de acompanhamento, o déficit energético de 800
Kcal/dia produziu reducao significativa de todos os parametros antropométricos, da
glicemia, insulina, resisténcia a insulina, colesterol total, LDL-colesterol, triglicerideos,
leptina, PA e dos biomarcadores da funcdo endotelial tanto nos participantes alocados
na DRC (p<0,05) quanto na DPC (p<0,05). Os participantes da DRC em comparacao
com os da DPC, apresentaram maior reducdo no peso (-5,1+0,8vs.-3,8+0,6kg) € na
gordura corporal (-4,3+0,7vs.-3,3+0,5kg), entretanto as diferencas observadas entre as
2 dietas nao foram estatisticamente significativas. A analise das modificagbes nos
parametros de adiposidade abdominal mostrou que a DRC, comparativamente com a
DPC, se associou a uma reducgao significativamente maior na circunferéncia da cintura
(-7,7x0,9vs.-5,4+0,6cm; p=0,04), na relacdo cintura quadril (-0,04+0,0vs.-0,03%0,0;
p=0,009) e no indice de conicidade (-0,06+0,01vs-0,0410,0; p=0,003). As reducdes nos
niveis de glicose, insulina, HOMA, colesterol total, LDL-colesterol, triglicerideos, leptina
e PA sistélica, foram maiores na DRC do que na DPC, porém sem alcancar
significAncia estatistica. @ A redugdo na PA diastdlica e na PA média foram
significativamente maiores na DRC em comparagdo com a DPC: -7,0x1,2vs.-
3,2+1,1mmHg; p=0,04 e -7,5%x1,1vs.-3,4£0,9mmHg, p=0,03, respectivamente. A
modificacdo nas concentracdes séricas dos biomarcadores inflamatérios e da funcéo
endotelial e do PAI-1 foi semelhante nas duas intervencdes dietéticas. Os niveis séricos
de PTH e de calcitriol apresentaram reducdes significativas, ao final das 16 semanas de
acompanhamento, apenas nos participantes da DRC (p<0,05), permanecendo
praticamente inalterados na DPC. A concentracao sérica e a excrecao urinaria de calcio
nao apresentaram modificacées durante o estudo nas 2 dietas. A excre¢ao urinaria de
uréia e sodio, ao final do acompanhamento foi semelhante nos 2 grupos de estudo.

8. Conclusoes: Os resultados do presente estudo sugerem que a dieta rica em calcio:
1) pode potencializar os efeitos benéficos da restricdo energética sobre a obesidade
abdominal e os niveis de PA. 2) provavelmente ndo potencializa os efeitos benéficos da



restricdo energética sobre o metabolismo glicidico, o perfil lipidico, o estado

inflamatério, a fibrindlise e a funcéo endotelial.



ABSTRACT

TORRES, Marcia Regina Simas Gongalves. Effect of a high-calcium energy-reduced
diet on biomarkers of endothelial function, and cardiovascular risk factors in
obese subjects. Rio de Janeiro, 2010. 186f. Tese (Doutorado em Fisiopatologia
Clinica e Experimental). Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, 2010.

1. Context: recent clinical evidence suggests that calcium-rich diets help reduce body
weight and abdominal obesity; increase insulin sensitivity; enhance lipid profile;
modulate blood pressure and reduces the inflammatory state associated with obesity.

2. Objective: to evaluate the effects of dietary calcium during energy restriction on
weight loss, body fat, abdominal obesity, glucose metabolism, lipid profile, leptin levels,
blood pressure, biomarkers of inflammation, fibrinolysis, biomarkers of endothelial
function and calcium metabolism in obese subjects.

3. Type of the study: randomized clinical trial. The participants were randomized into a
low calcium diet (LCD) (<500mg/day; n=25) or a high calcium diet (HCD) (£1200mg/day;
n=25), supplemented with nonfat powdered milk (60g/day). Both groups were instructed
to follow an energy restricted diet (-800Kcal/day) with similar levels of macronutrients,
throughout the study (16 weeks).

4. Casuistic: Fifty subjects with grade 1 obesity, both gender, aged 22-55 years, with
stable body weight and a low habitual calcium intake (< 500 mg/day).

5. Site of the study: Laboratory of the Discipline of Clinical and Experimental
Pathophysiology — Clinex. Rio de Janeiro State University.

6. Variables studied: body weight, height, body mass index, skinfold thickness, body
fat, waist circumference, hip circumference, waist hip ratio, conicity index, glucose,
insulin, insulin resistance (HOMA), total cholesterol, LDL-cholesterol, HDL-cholesterol,
triglycerides, leptin, blood pressure, C reactive protein, tumor necrosis factor-aq,
plasminogen activator inhibitor 1 (PAI-1), intracellular adhesion molecule 1 (ICAM-1),



vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1), E-selectin, parathormone, calcitriol, serum
calcium, urinary excretion of calcium, urea and sodium.

7. Results: After 16 weeks of intervention, the energy deficit of 800Kcal/da reduced
significantly all the anthropometric parameters, glucose, insulin, insulin resistance, total
cholesterol, LDL-cholesterol, triglycerides, leptin, blood pressure and biomarkers of
endothelial function in the participants of the HCD (p<0.05) and LCD (p<0.05). Subjects
in HCD compared with those in LCD exhibited a greater reduction in body weight (-
5.1+0.8vs-3.840.6kg) and fat (-4.3+0.7vs-3.310.5kg), however the observed differences
between the 2 diets were not statistically significant. The analysis of the modifications in
abdominal obesity parameters showed that HCD, when compared with LCD, was
associated with a significantly higher decrease on waist circumference (-7.7+0.9vs-
5.4+0.6cm; p=0.04), waist-to-hip ratio (-0.04%£0.0vs.-0.03£0.0; p=0.009) and conicity
index (-0.06+0.01vs-0.04+0.0; p=0.03). The reductions in glucose, insulin, HOMA,
total cholesterol, LDL-cholesterol, triglycerides, leptin and systolic blood pressure were
higher in HCD than in LCD, although without reaching statistical significance. The
reduction in diastolic and mean blood pressure were significantly higher in HCD than in
LCD: -7.0%1.2vs.-3.2+1.1mmHg; p=0.04 and -7.5%1.1vs.-3.4+0.9mmHg; p=0.03,
respectively. The changes in serum levels of the biomarkers of inflammation,
biomarkers of endothelial function and PAI-1 were similar in both dietetic interventions.
Serum parathormone and calcitriol levels had significant reductions, after the 16 weeks,
only in the participants of HCD (p<0.05), remaining almost without alterations in LCD.
Serum levels and urinary excretion of calcium were not altered during the study in both
diets. The urinary excretion of urea and sodium, at the end of the intervention was
similar in both study groups.

8. Conclusions: The findings of the present study suggest that a high calcium diet: 1)
may enhance the beneficial effects of energy restriction on abdominal obesity and blood
pressure levels. 2) may not enhance the beneficial effects of energy restriction on
glucose metabolism, lipid profile, inflammatory state, fibrinolysis and endothelial

function.
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1 INTRODUCAO

1.1 Doencas cardiovasculares e obesidade

As doencas cardiovasculares permanecem como a principal causa de morte em
nacoes industrializadas, apesar dos avancos no diagnéstico, tratamento e prevencgao
que ocorreram nos Ultimos 50 anos (Lau et al., 2005; Sanz & Fayad, 2008). A
aterosclerose é a condicao patolégica subjacente a varios eventos cardiovasculares
adversos importantes, incluindo a doenga arterial coronariana, o acidente vascular
encefalico e a doenca arterial periférica sendo, portanto, responsavel pela maior parte
da morbidade e mortalidade no mundo ocidental atualmente (Libby, 2002; Kharbanda &
MacAllister, 2005; Tedgui & Mallat, 2006).

Existem evidéncias suficientes comprovando a importancia da obesidade na
patogénese e progressao das doencas cardiovasculares (Lavie et al, 2009). O
Framingham Heart Study foi o primeiro estudo epidemiolégico a demonstrar que a
obesidade esta relacionada de forma causal com as doencas cardiovasculares (Hubert
et al., 1983). Posteriormente, outros estudos prospectivos observaram que a obesidade
global e/ou abdominal € um preditor bem estabelecido e importante para as doencas
cardiovasculares e mortalidade na populacdo em geral (Rimm et al., 1995; Willett et al.,
1995; Huang et al., 1997; Poirer et al., 2006, Koning et al., 2007; Canoy, 2008; Pischon
et al., 2008; Zhang et al., 2008; Fox et al., 2009). A obesidade abdominal apresentou
maior capacidade preditora de desenvolvimento de fatores de risco cardiovascular,
doencas cardiovasculares ou mortalidade global em comparagdo com a obesidade
global em varios estudos (Dalton et al., 2003; Yusuf et al.,, 2005; Canoy et al., 2007;
Simpson et al., 2007; Fox et al., 2009).

A prevaléncia de obesidade esta aumentando de forma expressiva em todo o
mundo tanto em criangas quanto em adultos de diferentes grupos socio-econémicos,
alcancando proporcoes epidémicas (WHO, 2003). Dados do National Health and
Nutrition Examination Survey (NHANES) mostram que a prevaléncia de obesidade
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(indice de massa corporal [IMC] > 30kg/m?) nos Estados Unidos, em adultos com idade
entre 20 — 74 anos, aumentou de 15% (1976-1980) para 34 % (2005-2006) (CDC,
2009). Tendéncias similares foram observadas na Europa, onde a prevaléncia de
obesidade triplicou em muitos paises desde a década de 1980 (WHO/Europe, 2009).
Atualmente, 13,1% das mulheres e 8,9% dos homens adultos brasileiros sdo obesos e
a prevaléncia de sobrepeso (IMC > 25kg/m?) atinge uma propor¢do consideravel de
mulheres (40%) e homens (41,1%) adultos (IBGE, 2002-20083).

Evidéncias recentes indicam que a obesidade estd associada com maior
morbidade do que o tabagismo, alcoolismo e pobreza, e se as tendéncias atuais
continuarem a obesidade pode, em breve, ultrapassar o tabagismo como a principal
causa de mortes preveniveis nos Estados Unidos (Lavie & Milani, 2003; Sturm & Well,
2001).

A obesidade predispde as doengas cardiovasculares, pois estd associada com o
desenvolvimento de uma série de fatores de risco para estas doencas, tais como
diabetes mellitus tipo 2, hipertensao arterial sistémica (HAS), dislipidemia e estado pré-
inflamatério que contribuem para criar um ambiente favoravel ao desenvolvimento da
aterosclerose (Lau et al., 2005; Mathieu et al., 2009).

1.1.1 Participacido das adipocinas

O tecido adiposo que ja foi considerado um reservatorio inerte de energia,
atualmente, é reconhecido como um érgao complexo que participa ativamente na
patogénese das complicagdes da obesidade (Mathieu et al., 2009). O tecido adiposo,
em realidade, € um érgado enddécrino ativo que libera uma grande quantidade de
substancias bioativas, denominados de adipocinas, que atuam local ou distalmente
através de efeitos autdcrinos, paracrinos e endocrinos, influenciando nao apenas a
homeostase do peso corporal, mas também a inflamacdo, sensibilidade a insulina,
metabolismo lipidico, coagulacao, fibrindlise, pressao arterial (PA) e aterogénese (Lau
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et al., 2005; Fantuzzi, 2005; Lavie et al., 2009; Mathieu et al., 2009; Maury & Brichard,
2009; Ronti et al., 2006).

Varias adipocinas sintetizadas pelo tecido adiposo apresentam atividade pro-
inflamatéria, como por exemplo, o fator de necrose tumoral- a (TNF-a), interleucina-6
(IL-6), inibidor do ativador do plasminogénio-1 (PAI-1), angiotensinogénio, leptina e
resistina (Tedgui & Mallat, 2006; Lau et al., 2005). Por outro lado, uma outra adiponcina,
a adiponectina, confere protecdo contra a inflamagdo e a resisténcia a insulina,
relacionadas com o excesso de peso corporal (Lau et al., 2005).

Na obesidade, ocorre um aumento na producéo das adipocinas pré-inflamatérias
e reducao na producao de adiponectina pelo tecido adiposo, levando a um estado de
inflamacédo de baixo grau caracteristico da obesidade (Ronti et al., 2006; Tedgui &
Mallat, 2006). De fato, biomarcadores inflamatérios, tais como proteina C reativa
(PCR), IL-6, TNF-a e a proteina quimioatraente para monécitos-1 (MCP-1), estao
aumentados em individuos obesos em comparagcao com individuos magros, entretanto
ndo na mesma extensao observada em condigbes inflamatorias classicas (Galic et al.,
2009; Yudkin et al., 1999; Festa et al.,, 2001; Bermudez et al., 2002; Rexrode et al.,
2003; Forouhi et al., 2001; Pannacciulli et al., 2001; Lemieux et al., 2001; Park et al.,
2005; Saijo et al., 2004; Mohamed-Ali et al., 1997). A perda ponderal est4 associada
com uma reducdo nos niveis séricos da maioria das adipocinas com excecao da
adiponectina, que aumenta (Wajchenberg, 2000; Yamamoto et al., 2002).

Os adipdcitos ndo sao a principal fonte de citocinas inflamatérias secretadas pelo
tecido adiposo. Células nao adiposas, que constituem a fracdo estroma vascular,
incluindo pré-adipocitos, células endoteliais, fibroblastos, leucocitos e macréfagos
parecem ser as responsaveis pela resposta inflamatéria crbnica observada na
obesidade (Weisberg et al., 2003). A expansao do tecido adiposo, em obesos, leva ao
aumento na infiltracdo de macréfagos e consequente aumento na expressao de
citocinas inflamatorias (Lumeng et al., 2007). Os mecanismos celulares responsaveis
por este recrutamento de macréfagos permanecem desconhecidos, porém foi sugerido
que a producao desregulada de adipocinas e aumento no tamanho do adipécito devem
contribuir para este fenbmeno em um cross-talk entre adipécitos e macréfagos (Neels &
Olefsky, 2006).
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Recentemente, foi demonstrado que tanto o tecido adiposo visceral quanto o
subcutaneo estao associados com a presenca de marcadores inflamatérios (Pou et al.,
2007). Entretanto, outros estudos demonstraram que os niveis de PCR estao
marcantemente aumentados em individuos com obesidade abdominal, particularmente
nos individuos com excesso especifico de tecido adiposo visceral (Despres & Lemieux,
2006).

As modificacdes na liberacdo das adipocinas e o “estado inflamatério de baixo
grau” associados a obesidade favorecem o desenvolvimento da aterosclerose, podendo
ser o elo de ligacao entre obesidade e doencas cardiovasculares, pois podem induzir:
(1) resisténcia a insulina, (2) alteracées no metabolismo lipidico, (3) elevacao nos niveis
de PA, (4) alteragbes no sistema de coagulacéo e (5) disfuncédo endotelial (Pou et al.,
2007; Ronti et al,, 2006). Estudos prospectivos demonstraram que a elevagdo nas
concentragdes séricas de PCR, IL-6 e TNF-a estd associada com aumento no risco de
desenvolvimento das doencas cardiovasculares e diabetes tipo 2 (Schmidt et al., 1999;
Ridker et al., 2000a; Pradhan et al., 2001; Festa et al.,, 2002; Duncan et al., 2003;
Ridker et al., 2005; Fantuzzi, 2005; Everett et al., 2006).

1.1.2 Participacao da disfungéo endotelial

A aterosclerose €, atualmente, reconhecida como um processo “inflamatério” da
parede arterial que se inicia com a disfuncdo endotelial (Lau et al., 2005; Ronti et al.,
2006). A disfuncao endotelial é, portanto, um evento inicial precoce na aterogénese,
precedendo as evidéncias angiograficas e ultrassonograficas da placa de ateroma,
sendo considerada um preditor de doenga cardiovascular (Davignon & Ganz, 2004;
Vanhoutte, 2009).

O endotélio consiste em uma camada Unica e continua de células que separa o
sangue da parede vascular, sendo o principal regulador da homeostase vascular (Bahia
et al., 2006; Widlansky et al., 2003; Simionescu, 2007). Este controle da homeostase

ocorre porque o endotélio é sensivel a uma série de estimulos fisicos e quimicos, e em
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resposta a estes estimulos libera uma grande variedade de fatores que regulam o ténus
vascular, a inflamacao na parede vascular, a adesao celular, a proliferagéo das células
musculares lisas vasculares e a trombose (Widlansky et al.,, 2003; Deanfield et al.,
2007; Vogel, 2008; Yang & Ming, 2006). Sob condicdes homeostaticas, o endotélio
mantém o ténus vascular normal e a fluidez do sangue, existindo pequena ou nenhuma
expressao de fatores pré-inflamatérios. (Widlansky et al., 2003).

Dentre as substancias liberadas pelo endotélio, o éxido nitrico (NO) desempenha
um importante papel anti-aterogénico (Lau et al, 2005; Vogel, 2008). Na fisiologia
vascular normal, o NO desempenha um papel principal na manutencao da homeostase
da parede vascular prevenindo a aterosclerose por apresentar propriedades: 1)
antiinflamatéria - inibe a expressdao de moléculas de adesao, evitando a adesdo e
penetragdo de macréfagos, 2) antimitogénica — inibe a proliferacdo das células
musculares lisas, e 3) antitromboética — inibe a agregacao plaquetaria (Deanfield et al.,
2007; Vogel, 2008; Vanhoutte, 2009; Davignon e Ganz, 2004). Portanto, o NO
desempenha um papel chave na funcado protetora que o endotélio exerce contra as
doencas cardiovasculares (Vanhoutte, 2009).

Exposicoes prolongadas e/ou repetidas a fatores de risco cardiovascular podem
resultar em leséo fisica ou bioquimica do endotélio, prejudicando a producao e/ou
funcdo dos mediadores vaso protetores derivados do endotélio, tais como o NO. (Yang
& Ming, 2006; Vanhoutte, 2009). Os fatores de risco para o desenvolvimento das
doencas cardiovasculares, incluindo tabagismo, idade, hipercolesterolemia,
hipertensdo, hiperglicemia, histéria familiar de doenca aterosclerdtica prematura,
obesidade e inflamacéao sistémica crénica estdo associados com alteragdes na funcao
endotelial (Hadi et al., 2005).

A lesao endotelial resulta em um processo inflamatério crénico, caracterizado
pela expressdo de fatores quimiotaticos para leucdcitos, moléculas de adesao e
citocinas inflamatérias. Este processo inflamatorio € acompanhado pelo aumento na
contragcdo vascular em resposta a vasoconstrictores como endotelina-1 e troboxanos,
aumento na formacao de trombos e proliferacdo e migracao exacerbadas das células
musculares lisas (Widlansky et al., 2003; Yang & Ming, 2006; Vanhoutte, 2009).
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O processo inflamatério na disfungdo endotelial é caracterizado pela sintese e
secrecdo de citocinas tais como interleucinas, TNF-a, fator de crescimento endotelial
vascular e a expressao de moléculas de adesao celular: molécula de adeséao celular
vascular-1 (VCAM-1), molécula de adeséo intracelular-1 (ICAM-1), E- e P-selectina e
quimiocinas, tais como a MCP-1 (Sima et al., 2009). A liberacao destas substancias
leva ao rolamento, adeséo e transmigracéao de leucécitos para o espaco subendotelial,
onde sao liberados TNF-a, IL-6 e outras citocinas, resultando em recrutamento de
células circulantes adicionais e perpetuacao da resposta inflamatéria. A adesao dos
leucécitos, principalmente mondcitos ao endotélio € mediada pela ICAM-1 e VCAM-1. A
expressao da P- e E-selectinas, estdo envolvidas no recrutamento e rolamento de
leucécitos. A MCP-1 promove a transmigracdo, e as integrinas participam da
subsequente adesdo a intima, onde os leucocitos transformam-se em macréfagos. A
fagocitose das particulas de lipoproteina de baixa densidade (LDL) oxidada pelos
macréfagos leva a formacdo das células espumosas e desenvolvimento das estrias
lipidicas, assim como a proliferagdo de células musculares lisas, levando a formacgao
das placas de ateroma. Portanto, a disfungcdo endotelial é uma caracteristica
proeminente em varios estagios da aterogénese, do desenvolvimento das estrias
lipidicas subclinicas precoces a placa de ateroma, até a vulnerabilidade e ruptura da
placa, vasoespasmo, formacdo do trombo, e eventualmente oclusédo do vaso e
ocorréncia de um evento cardiovascular (Deanfield et al., 2005; Lau et al., 2005; Ronti
et al., 2006).

Sinais intracelulares desempenham um importante papel na disfuncédo endotelial.
O fator nuclear k B (NFkB) é um dos mecanismos mais importantes de ativacéo
endotelial. Ele e outros fatores de transcricdo podem ser ativados por citocinas
inflamatérias, shear stress (forca de cisalhamento), hiperglicemia, estresse oxidativo,
etc. O NFkB pode regular a expressao de genes que codificam citocinas, moléculas de
adesao celular, proteinas de fase aguda, etc; favorecendo o desenvolvimento da
aterosclerose (Palomo et al., 2006).

Nos ultimos anos, a avaliacdo da funcdo endotelial se transformou em uma
ferramenta (til na investigacdo da aterosclerose. Estudos recentes demonstraram que

a severidade da disfuncédo endotelial se relaciona com o risco de evento cardiovascular
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(Widlansky et al., 2003). Conforme mencionado anteriormente, a lesdo das células
endoteliais resulta em aumento na expressao de citocinas inflamatérias e moléculas de
adesédo celular que favorecem o desenvolvimento da aterosclerose. Uma das formas
disponiveis para avaliar a fungao endotelial é através de moléculas bem caracterizadas
que podem ser mensuradas na circulagdo com imunoensaios comerciais, incluindo E-
selectina, VCAM-1, ICAM-1 e P-selectina (Ridker et al., 2004; Rifai & Ridker, 2002;
Blake & Ridker, 2001; Barac et al, 2007). As concentracbes destas moléculas
aumentam em associacdo com fatores de risco cardiovascular, e foram associadas com
medidas estruturais e funcionais de doenca aterosclerética, assim como com
prognoéstico cardiovascular adverso (Hwang et al, 1997; Ridker et al, 1998;
Blankenberg et al., 2001; Brevetti et al., 2006). De forma similar, as consequiéncias
pré-coagulantes da disfuncdo endotelial podem ser avaliadas através de modificagdes
no equilibrio entre o ativador do plasminogénio e seu inibidor enddégeno, o PAI-1
(Vaughan, 2005).

As concentragdes séricas das moléculas de adesdo celular sdo mais elevadas
em obesos do que em nao obesos, apresentando correlacéo positiva com parametros
de adiposidade (Ziccardi et al., 2002; Miller & Cappuccio, 2006; Mora et al., 2006). A
perda ponderal estd associada com reducdo nos niveis circulantes destas moléculas
(Ziccardi et al., 2002; Plat et al., 2007; Clifton et al., 2005; Keogh et al., 2008).

1.2 Ingestao de calcio e fatores de risco cardiovascular

A crescente prevaléncia de obesidade, aliada a sua forte associacdo com as
doencas cardiovasculares, estimulou um grande interesse na identificacdo de medidas
que possam auxiliar na prevencao do aumento do peso corporal ou na habilidade de se
induzir perda ponderal. Estudos realizados na ultima década sugerem que o consumo
de calcio dietético (e/ou laticinios) possa auxiliar no controle do peso corporal,
apresentando significativo efeito “antiobesidade” (Zemel, 2002; Zemel, 2005; Barba &
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Russo, 2006), podendo contribuir de forma indireta para o controle de diferentes fatores
de risco cardiovascular.

Ja foi demonstrado que dietas ricas em calcio também podem atuar diretamente
sobre alguns fatores de risco cardiovascular associados a obesidade, como por
exemplo, auxiliando no aumento da sensibilidade a insulina (Ma et al., 2006; Pittas et
al., 2006, Choi et al., 2005; Sanchez et al., 1997; Pittas et al., 2007a), na melhora do
perfil lipidico, (Reid et al., 2002; Jacgmain et al., 2003; Ditscheid et al., 2005; Major et
al., 2007), na modulacao da PA (Wang et al., 2008; Snijder et al., 2007; Ruidavets et al.,
2006; Townsend et al., 2005; Jorde & Bonaa, 2000; vanMierlo et al., 2006; Griffith et al.,
1999), e na inibicdo do estresse inflamatério (Sun & Zemel, 2007a; Sun & Zemel, 2008;
Zemel & Sun, 2008a; Zemel et al., 2009).

O papel potencial do célcio (e/ou laticinios) sobre diferentes fatores de risco para
doenca cardiovascular também pode ser fundamentado por alguns estudos indicando
qgue a elevada ingestao de leite e/ou laticinios (principais fontes de célcio na dieta) esta
associada com reducao no risco relativo de doencas cardiovasculares (Elwood et al.,
2008; Elwood et al., 2007; Elwood et al., 2004; Elwood et al., 2005).

Em uma meta-anélise recente (Elwood et al., 2008), foi observado que o risco
relativo de acidente vascular encefalico e de doenca coronariana nos individuos com
elevada ingestao de leite e laticinios foi de 0,84 (IC 95% 0,76-0,93) e 0,79 (IC95% 0,75-
0,82) respectivamente, em comparag¢ao com individuos apresentando baixo consumo.
Em 2004, Elwood e colaboradores publicaram outra meta-andlise indicando que a
ingestao de leite pode estar associada com uma pequena, porém significativa reducéo
no risco de doenca coronariana e acidente vascular encefalico. Outro estudo
demonstrou que tanto o consumo de leite como de laticinios se associam com menor
prevaléncia de sindrome metabdlica (Elwood et al., 2007).

E importante ressaltar que apesar de alguns laticinios apresentarem um teor
consideravel de acidos graxos saturados, o consumo destes alimentos ndo apresenta
associagao consistente com risco aumentado de doencas cardiovasculares (German et
al., 2009), pelo contrario, como foi abordado nos paragrafos anteriores o consumo

destes alimentos parece sim reduzir o risco de eventos cardiovasculares. Portanto, os
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provaveis beneficios da ingestdo dos laticinios poderiam ser atribuidos aos seus

demais componentes, como por exemplo, o calcio.

1.2.1 Adiposidade corporal

O interesse pelo papel do calcio no controle do peso corporal foi inicialmente
estimulado por uma série de estudos populacionais transversais ou prospectivos,
realizados em areas geograficamente distintas que identificaram associagdo inversa
entre calcio dietético (e/ou laticinios) e parametros de adiposidade, mesmo apds ajustes
para fatores de confundimento (Parikh & Yanovski, 2003). Estes estudos incluem:
NHANES | (Zemel, 2004), NHANES IIl (Zemel et al., 2000; Barr et al., 2004), NHANES
1999-00 (Albertson et al., 2004), the Quebec Family Study (Jacgmain et al., 2003;
Drapeau et al., 2004), the Continuing Survey of Food Intake by Individuals (CSFIl, 1994-
96) (Albertson et al., 2003; Albertson et al., 2004), the CARDIA Study (Pereira et al.,
2002), the HERITAGE Family Study (Loss et al., 2004), the Australian National Survey
Confidential Unit Record File (Soares et al., 2004), the Tehran Lipid and Glucose Study
(Mirmiran et al., 2005), the Bell Institute of Health and Nutrition Dietary Intake Study
1998-00 (Albertson et al., 2004), the Portuguese Health Interview Survey (Marques-
Vidal et al., 2006) e the Israeli National Health and Nutrition Study (Dicker et al., 2008).

Loss e colaboradores (2004) analisaram os dados do the HERITAGE Family
Study, incluindo 362 homens (109 negros e 253 brancos) e 462 mulheres (201 negras e
261 brancas). Foram encontradas associacdes inversas entre ingestao de calcio e
parametros de adiposidade. Estas associagdes foram mais consistentes em homens
negros e mulheres brancas. Apos ajustes para ingestdo de energia, os homens negros
no maior tercil de ingestdo de calcio em comparacdo com os do menor tercil
apresentavam IMC, percentual de gordura corporal, gordura abdominal (total, visceral e
subcutanea) e circunferéncia da cintura (CC) significativamente menores. Em mulheres

brancas, andlises de regressdo mostraram associagdes inversas significativas entre
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ingestao de célcio e IMC, percentual de gordura corporal e gordura abdominal (total,
visceral e subcutanea).

A relacao entre a ingestao de célcio e a composicao corporal em adultos (235
homens e 235 mulheres) que participaram da fase 2 do The Quebec Family Study foi
examinada por Jacgmain e colaboradores (2003). Nas mulheres, o peso corporal, o
percentual de gordura corporal, a gordura corporal, o IMC, a CC e a area total de tecido
adiposo abdominal foram significativamente maiores no grupo com menor ingestao de
célcio, mesmo apds ajustes para variaveis de confusdo. Os dados de 248 voluntarios
do the Quebec Family Study, avaliados em duas ocasides (visita 1: 1989-1994; visita 2:
1995-2000), revelaram que elevagdes no consumo de leite desnatado ou
semidesnatado se correlacionaram de forma negativa com as modificacbées no peso
corporal (Drapeau et al., 2004).

Outros estudos observacionais transversais e prospectivos realizados com um
numero menor de participantes também observaram correlagdo inversa entre obesidade
geral ou abdominal e ingestdo de calcio proveniente de laticinios em adultos e idosos
(ap0s ajustes para ingestdo de energia) (Lin et al., 2000; Buchowski et al., 2002; Rosell
et al., 2004; llich & Brownbill, 2004; Heiss et al., 2008).

1.2.1.1 Estudos com suplementagao de calcio

Apesar das evidéncias epidemioldgicas sugerirem uma forte associacao inversa
entre ingestdo de calcio dietético (e/ou laticinios) e peso corporal, existem poucas
evidéncias de que a suplementacao de calcio auxilia na reducédo do peso corporal e/ou
adiposidade. O numero de estudos publicados utilizando a suplementacédo de calcio
como uma variavel e avaliando o peso corporal como desfecho é pequeno e seus
resultados séo divergentes (Zemel et al., 2004a; Zemel et al., 2004b; Harvey-Berino et
al., 2005; Thompson et al., 2005; Wyatt et al., 2008)

Um fator que certamente contribui para os resultados divergentes é a falta de
uniformidade nos desenhos destes estudos com suplementacdo de calcio. Por
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exemplo, a forma de suplementagdo do calcio em alguns estudos é o calcio nao
dietético, normalmente carbonato ou citrato de calcio (Shapses et al., 2004; Reid et al.,
2005; Caan et al.,, 2007), enquanto em outros estudos se utiliza a suplementacao de
calcio dietético (proveniente de laticinios) (Harvey-Berino et al., 2005; Thompson et al.,
2005; Gunther et al., 2005a; Bowen et al., 2005; Zemel et al., 2005a; Zemel et al.,
2005b; Eagan et al., 2006; Shahar et al., 2007). Outra diferenca entre os estudos é em
relagdo a ingestdo energética, alguns estudos foram realizados com déficit calérico,
objetivando induzir a perda ponderal nos pacientes recebendo ou ndo a suplementacéao
de calcio (Zemel et al., 2004a; Zemel et al., 2004b; Shapses et al., 2004; Bowen et al.,
2005; Zemel et al., 2005b; Harvey-Berino et al., 2005; Thompson et al., 2005), enquanto
outros nao restringiram a ingestao energética (Gunther et al., 2005a; Reid et al., 2005;
Eagan et al., 2006; Caan et al., 2007).

A ingestao habitual elevada de calcio foi utilizada apenas em alguns estudos
como critério de exclusao, sendo excluidos pacientes com ingestdo habitual superior a
500, 600 ou 800mg calcio/dia (Zemel et al., 2004a; Harvey-Berino et al., 2005; Gunther
et al., 2005a; Eagan et al., 2006; Zemel et al., 2005a).

Estudos com restricao energética

Nos ensaios clinicos randomizados com suplementagdo de calcio durante
restricdo energética em individuos obesos ou com sobrepeso, os resultados sao
divergentes. Alguns estudos mostram que a suplementacao de calcio (e/ou laticinios) é
capaz de potencializar os efeitos da restricdo calérica sobre a perda ponderal e/ou
adiposidade global e abdominal (Zemel et al., 2004a; Zemel et al., 2004b; Zemel et al.,
2005a; Zemel et al., 2005b), enquanto outros ndo mostram efeitos benéficos (Shapses
et al., 2004; Harvey-Berino et al., 2005; Thompson et al., 2005; Bowen et al., 2005;
Wagner et al., 2007)

Zemel e colaboradores (2004a) realizaram um estudo randomizado e controlado
com placebo envolvendo 32 adultos obesos. Os pacientes foram mantidos durante 24
semanas em uma dieta balanceada com déficit energético (-500 Kcal/dia) e

randomizados para receber a dieta controle (400 - 500 mg calcio dietético/dia,
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suplementada com placebo), dieta rica em calcio (dieta controle suplementada com
800mg calcio/dia), ou dieta rica em laticinios (1200 - 1300 mg calcio/dia suplementada
com placebo). Todos os participantes perderam peso e gordura corporal devido ao
déficit energético de 500 Kcal/dia. Entretanto, tanto a perda de peso como de gordura
corporal foram significativamente maiores na dieta rica em laticinios, com efeitos
intermediarios, porém ainda significativos na dieta rica em calcio em comparag¢do com a
dieta controle. Os participantes alocados na dieta rica em laticinios e na dieta rica em
célcio apresentaram perda ponderal, respectivamente 70% e 26% maior do que 0s
participantes alocados na dieta controle.

Zemel e colaboradores (2004b) realizaram um estudo muito semelhante ao
anterior, utilizando dieta controle, dieta rica em calcio e dieta rica em laticinios em 105
individuos, submetidos a restricado energética, durante 12 semanas. Neste estudo a
dieta rica em célcio ndo apresentou beneficios sobre a controle, porém a rica em
laticinios resultou em reducdes cerca de 2 vezes maiores na perda de gordura corporal
total, perda de gordura no tronco e CC.

Shapses e colaboradores (2004), avaliaram os efeitos da suplementacdo de
calcio nao dietético (1g/dia) em 100 mulheres pré e pdés menopausa submetidas a dieta
com moderada restrigdo energética durante 25 semanas e nado encontraram efeito
significativo sobre a perda de peso ou tecido adiposo. Outros 2 estudos (Harvey-
Berino et al., 2005; Thompson et al., 2005) avaliaram os efeitos da suplementacédo de
célcio proveniente de laticinios em individuos com sobrepeso ou obesidade submetidos
a déficit calérico de -500 kcal/dia, e ndao encontraram beneficios sobre o peso ou
gordura corporal.

E importante ressaltar que trés importantes elementos estavam presentes nos
estudos que demonstraram efeito favoravel do consumo de calcio (e/ou laticinios) sobre
o0 peso corporal. Primeiro, todos os individuos participantes destes estudos
apresentavam sobrepeso ou obesidade. Segundo, a ingestdo de calcio dos individuos
era habitualmente inadequada (<600 mg/dia) e um grupo controle apropriado (<600
mg/dia) foi usado nos estudos. Terceiro, um déficit calérico moderado (-500Kcal/dia) foi
mantido durante todo o estudo (Van Loan, 2009).
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Estudos sem restricao energética

Alguns estudos avaliando os efeitos da suplementacdo de calcio dietético,
associada a dieta sem restricdo energética, sobre o peso ou adiposidade corporal
mostram efeitos benéficos do calcio (Zemel et al., 2005a; Eagan et al., 2006; Cann et
al., 2007), enquanto outros ndo mostram beneficios (Barr, 2003; Gunther et al., 2005a).

Zemel e colaboradores (2005a) observaram que uma dieta normocalérica
incluindo 3 porcdes de laticinios por dia resultou em reducao significativa na gordura
corporal total e na gordura do tronco, além de induzir um aumento na massa corporal
magra, enquanto ndao houveram modificagdes significativas no grupo com baixa
ingestao de laticinios.

Recentemente, Zemel e colaboradores (2008) avaliaram os efeitos de uma dieta
rica versus uma dieta pobre em laticinios na manutencdo do peso corporal apdés um
programa para perda ponderal. Os autores ndo observaram diferengas em relagéo ao
peso corporal, IMC ou adiposidade corporal entre os 2 grupos, apesar do grupo com
elevada ingestao de laticinios ter apresentado maior ingestdo energética que o outro

grupo.

1.2.1.2 Mecanismo de acao do calcio sobre a adiposidade corporal

O mecanismo de acao preciso do calcio sobre a adiposidade corporal ainda nao
foi estabelecido. Entretanto, existem alguns mecanismos propostos como a sinalizagao
do célcio intracelular em adipécitos e a redugdo na absorcdo de lipidios no trato

gastrointestinal.
Sinalizacao do calcio

A concentracéo intracelular de calcio ([Ca®]i) de qualquer célula é extremamente
baixa (< 10”M), enquanto a concentracdo do célcio livre no fluido extracelular é elevada
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(~ 10°M). A concentracdo do célcio citosélico livre é fundamental para o controle: (1)
da permeabilidade da membrana celular, (2) de varias de reacdes enzimaticas, (3) da
secrecao de hormébnios enddcrinos e (4) da regulacdo das contragcdes dos musculos
cardiacos e esqueléticos. A baixa [Ca®']i é mantida pela constante saida de calcio
através da calcio-magnésio ATPase e do mecanismo de troca sddio-calcio (Alberts et
al., 1994 e Rizzoli & Bonjour, 1991, apud Major et al., 2008).

Os dois hormbnios que regulam a homeostase do calcio, o calcitriol (1,25
diidroxivitamina D (1,25(OH).D)) e o paratorménio (PTH), controlam de forma precisa as
concentragdes intracelulares e extracelulares de calcio. Eles controlam a [Ca®']i,
estimulando a rapida elevagao na [Ca®*]i em culturas de adipdcitos humanos (Xue et al.,
2001; Zemel et al., 2000; Shi et al., 2001). Da mesma forma, a supressdao destes
horménios reduz a [Ca®']i (Zemel, 2005). A estimulacdo do influxo de calcio mediada
pelo calcitriol € um evento rapido que ndo é mediado pelo receptor nuclear classico da
vitamina D, porém sim por um receptor de membrana para a vitamina D (mVDR), que
posteriormente foi identificado como o receptor associado a membrana de resposta
rapida ao esterdide (1,25D3 MARRS) (Zemel & Sun, 2008b). O calcitriol modula a
concentragao intracelular de célcio ndo s6 nos adipécitos, como em numerosos tipos
celulares (Xiaoyu et al., 2007; Picotto, 2001; Capiati et al., 2000; Koster et al., 1995;
Gascon-Barre et al., 1994).

Quando ha baixa ingestao de calcio dietético, o célcio sérico é reduzido, e esta
reducado estimula a liberacdo de PTH que ativa a 1 a-hidroxilase renal convertendo a 25
hidroxivitamina D no metabdlito ativo 1,25(0OH).D (calcitriol). O PTH e o calcitriol atuam
de forma coordenada sobre o intestino, rins e 0ssos para aumentar os niveis de calcio
sérico (Teegarden, 2005). A suplementacao de calcio em humanos tem demonstrado
causar supressao significativa do PTH intacto, 1,25(OH).D e da [Ca®']i em eritrécitos e
plaquetas (Petrov & Lijnen, 1999). Portanto, dietas pobres em célcio por estimular a
elevacdo dos niveis desses horménios irdo aumentar a [Ca®']i , enquanto dietas ricas
em calcio irdo suprimir esses hormoénios, evitando a elevacéo na [Ca®*]i (Zemel, 2004).

A alteracdo na [Ca®']i induzida pelo teor de calcio na dieta é um mecanismo
convincente para o efeito do célcio dietético na modulagdo da adiposidade como foi

sugerido pelos estudos de Zemel e seu grupo sobre a acdo do gene agouti, um dos
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primeiros genes da obesidade a ser clonado, e que é expresso nos adipdcitos
humanos, regulando seu metabolismo (Zemel, 2004).

A proteina agouti estimula o influxo de célcio (Kim et al., 1997; Zemel et al.,
1995), aumentando a [Ca®']i e promovendo o armazenamento de energia em adipécitos
humanos pela estimulacdo coordenada da expressdo e da atividade da acido graxo
sintase, uma enzima chave na lipogénese; e pela inibicdo da lipélise de forma célcio-
dependente (Jones et al.,, 1996; Xue et al., 1998). A inibicdo da lipdlise mediada pela
[Ca®*]i é mediada pela ativacdo direta da fosfodiesterase 3B, resultando em reducédo no
AMPc e consequentemente diminuicdo da ativacédo da lipase horménio sensivel (Major
et al., 2008). Essas agdes do agouti sobre o metabolismo lipidico foram inteiramente
reproduzidas por agonistas de canal de célcio e inibidas por antagonistas de canal de
célcio (Jones et al., 1996; Xue et al., 1998). Portanto, esses estudos demonstram um
papel chave para a [Ca*]i na regulagdo do metabolismo do adipécito humano,
resultando na modulacado das reservas de triglicerideos nestas células (Zemel et al.,
2000; Zemel, 2001; Zemel, 2002). Existem evidéncias que estao de acordo com este
modelo, como por exemplo, a [Ca®*']i nos adipécitos de individuos obesos é mais
elevada do que nos adipécitos de individuos magros pareados por sexo e idade
(Draznin et al., 1988).

Para sustentar o conceito de que os hormdnios calciotréficos (PTH e calcitriol)
atuam sobre o metabolismo lipidico no adipécito, ja foi demonstrado que o tratamento
com calcitriol em adip6citos humanos resulta em uma ativagdo coordenada da
expressao e da atividade da &cido graxo sintase e inibicdo da lipdlise, levando a uma
expansao das reservas de triglicerideos no adipdcito (Zemel et al., 2000; Zemel, 2004;
Shi et al., 2001).

Receptor nuclear de vitamina D

Além de regular o metabolismo lipidico do adipécito via 1,25D3 MARRS, o
calcitriol também atua via receptor nuclear “classico” de vitamina D (nVDR) nos
adipdcitos, inibindo a expressao da proteina desacopladora 2 (UCP2) (Shi et al., 2002).
As proteinas desacopladoras (UCPs) localizam-se na membrana interna da mitocéndria
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e ja foi demonstrado que sao capazes de dissipar o gradiente de protons, desacoplando
a fosforilacao oxidativa da molécula de adenosina difosfato (ADP), podendo reduzir a
formacao do adenosina trifosfato (ATP). As UCPs exibem, portanto, um papel potencial
na termogénese e na regulagao do metabolismo energético (Ricquier, 2005; Boschini &
Garcia Junior, 2005). A UCP2 é expressa no tecido adiposo branco e apesar do seu
papel na termogénese nao estar completamente comprovado, sua participacdo na
termogénese basal é sustentado pela demonstragdo de que polimorfismos na UCP2 em
humanos estdo relacionados com a taxa metabdlica de repouso (Brand & Esteves,
2005). A supressdo da concentragdo de calcitriol em camundongos através de uma
dieta rica em célcio resulta em um aumento na expressao da UCP2 e atenuacdo no
declinio da termogénese que normalmente ocorre com a restricao energética (Shi et al.,
2001).

A UCP2 também funciona como um mediador do transporte mitocondrial de
acidos graxos e da B-oxidagdo, sugerindo que a supressdo da UCP2 pelo calcitriol
também possa contribuir para reducao na oxidagao e aumento no acumulo de lipidios
na vigéncia de dietas com baixo teor de calcio (Zemel, 2004).

Um papel potencial para o calcitriol na regulagdo do metabolismo energético
também foi sugerido por outros dados. Polimorfismos no nVDR estdo associados com
susceptibilidade a obesidade em humanos (Ye et al., 2001; Barger-Lux et al., 1995).
Varias linhas de evidéncia demonstram alteragdes no sistema endécrino da vitamina D
em humanos obesos, com alteracbes nas concentracbes circulantes de calcitriol
(Andersen et al., 1988; Bell et al., 1985).

Apoptose dos adipocitos

Dados recentes demonstram que a modulagdo da UCP2 pelo calcitriol também
pode reduzir a apoptose do adipécito (Sun & Zemel, 2004), contribuindo para o efeito
anti-obesidade do calcio dietético. Este efeito € mediado em parte, via inibicdo da
expressdao da UCP2 e conseqiiente aumento no potencial mitocondrial, um regulador
chave da apoptose; e em parte pela regulagédo via calcitriol do calcio citosélico e do
fluxo de célcio entre o reticulo endoplasmético e a mitocéndria (Sun & Zemel, 2004;
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Zemel, 2005). ConseqUentemente, a apoptose do adipdcito é prejudicada de forma
significativa em associacdo com niveis elevados de calcitriol em camundongos
alimentados com dietas pobres em célcio, enquanto ocorre um aumento acentuado na
apoptose do adipdcito em camundongos alimentados com dietas ricas em calcio (e/ou
laticinios) (Sun & Zemel, 2004).

Embora, o fato exposto no paragrafo anterior possa parecer contrario a varios
estudos que indicam efeito pré-apoptético para o calcitriol em outros tecidos, esta
aparente discrepancia é o resultado de diferencas nas dosagens (Major et al., 2008;
Zemel & Sun, 2008b). Os dados que indicam um efeito pro-apoptético para o calcitriol
utilizam concentracbes supra-fisiolégicas (> 100nM); similarmente respostas pro-
apoptoéticas (resultando da sobrecarga mitocondrial de calcio) a tais doses
farmacolégicas de calcitriol foram observadas em adip6citos humanos. Em contraste,
concentragdes fisiologicas (0,1nm — 10nm) exercem efeito anti-apoptético com inibicao
da expressdo de genes apoptéticos, tais como caspase-1 e caspase-3, além de
estimular a expressdo de genes anti-apoptoéticos (Sun & Zemel, 2004; Zemel & Sun,
2008b). O efeito anti-apoptético parece ser primariamente devido a supressao da
expressdao da UCP2 com modificagcbes minimas ou redugdes nas concentracoes
mitocondriais de calcio (Sun & Zemel, 2004; Zemel & Sun, 2008Db).

Absorcao de lipidios no trato gastrointestinal

Dentre os diferentes mecanismos que foram sugeridos como responsaveis pelo
efeito da elevada ingestdo de calcio sobre o balango energético, encontra-se a
capacidade do calcio de formar complexos insoluveis com lipidios (sabdes) no trato
gastrointestinal, levando a um aumento na excrec¢ao fecal de lipidios e a diminuicdo na
absorgéao dos mesmos, reduzindo a energia disponivel para utilizagdo pelo organismo
(Parikh & Yanovski, 2003; Teegarden, 2005; Schrager, 2005; Zemel, 2005; Sakhaee &
Maalouf, 2005).

Alguns estudos demonstraram que a suplementacao de grandes quantidades de
célcio (2 — 4 g) resulta em aumentos estatisticamente significativos, porém modestos na

perda de gordura fecal (Welberg et al., 1994; Shahkhalili et al., 2001). Por exemplo, a
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suplementacao de 2 g de célcio na forma de carbonato de célcio aumentou a excrecao
de gordura fecal de 6,8% para 7,4% da ingestao total de lipidios (Welberg et al., 1994).
A suplementacao de quantidades menores de célcio (1 g/dia) ndo produziu aumento
significativo na excrecao de lipidios no estudo realizado por Ditscheid e colaboradores
(2005).

Para um individuo consumindo uma dieta de 2500 Kcal, contendo um terco da
energia proveniente de lipidios, pode-se esperar que a suplementagao de 2 g de calcio
elementar, na forma de carbonato de célcio aumente em 1% a excrecdo da energia
proveniente de lipidios diariamente. Desta forma, uma pessoa poderia perder cerca de
3010 kcal/ano nas fezes, o que corresponde a reducao de aproximadamente -0,4
kg/ano no peso corporal (Parikh & Yanovski, 2003).

Outros estudos relataram faixas mais elevadas de excrecdo de gordura fecal.
Denke e colaboradores (1993) encontraram um maior efeito do calcio sobre a excrecao
de gordura fecal em um estudo que comparou dieta pobre em célcio (410 mg de calcio
elementar/dia) com dieta rica em célcio (2200 mg calcio elementar/dia) usando citrato
de célcio durante 10 dias. A dieta suplementada com célcio aumentou o percentual de
gordura saturada excretada nas fezes de 6% para 13%.

Em contraste, para se alcancar contribuicdo clinicamente significativa (embora
modesta) para perda ponderal, o inibidor da lipase pancreatica orlistat, deve produzir
inibicdo de aproximadamente 30% na absorcdo de gordura alimentar total (Zemel,
2004; Zemel, 2005).

Recentemente, Jacobsen e colaboradores (2005) relataram que a elevagédo a
curto prazo (1 semana) na ingestdo de calcio dietético de 500 para 1800mg/dia,
associada a dieta normoprotéica, aumentou a excrecdo de gordura fecal em
aproximadamente 2,5 vezes, de 5,9 para 14,2 g/dia. Entretanto, para tal aumento na
perda de gordura fecal contribuir claramente para redugao no balango energético, seria
necessaria uma quantidade maior de célcio (1800 mg vs. 1200 mg) do que é
normalmente usado nos ensaios clinicos de célcio e obesidade. Além disto, esta faixa
de ingestdo de calcio produziria um efeito quantitativamente pequeno de 8,3 g de

gordura fecal adicionais, representando perda de 75 Kcal/dia, o que é insuficiente para
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explicar a magnitude dos efeitos observados em alguns ensaios clinicos que avaliam o
efeito da suplementacéo de calcio sobre o peso corporal (Zemel, 2005).

Em resumo, os estudos disponiveis mostram um pequeno efeito do calcio sobre
a absorcao de lipidios. Este mecanismo provavelmente contribui para o efeito anti-
obesidade do calcio, porém nao é capaz de explica-lo completamente. (Zemel, 2004;
Zemel, 2005; Schrager, 2005). Entretanto, ndo deve ser desconsiderado, pois pode
auxiliar na manutencao do peso corporal € na promocao da perda ponderal durante um
periodo de tempo prolongado (Major et al., 2008).

1.2.2 Sensibilidade a insulina

A associacado entre baixa ingestdo de calcio (e/ou laticinios) e aumento na
prevaléncia de diabetes tipo 2 e/ou de resisténcia a insulina é relativamente consistente
(Pittas et al., 2007a; Tremblay & Gilbert, 2009), tendo sido encontrada em varios
estudos observacionais de coorte (Ma et al., 2006; Pittas et al., 2006; Choi et al., 2005;
Colditz et al., 1992; Villegas et al., 2009).

Pittas e colaboradores (2006) acompanharam durante 20 anos 83.779 mulheres
participantes do The Nurses’ Health Study e observaram um risco relativo multivariado
de diabetes tipo 2 de 0,79 (95%IC 0,70 - 0,90; p<0,001) comparando-se a categoria de
maior com a de menor ingestdo de calcio total (dieta + suplemento). Nos dados
prospectivos de 41.254 homens participantes do the Health Professionals Follow-up
Study, acompanhados durante 12 anos, a ingestdo de laticinios se associou com um
risco modestamente menor de diabetes tipo 2 (Choi et al., 2005).

Existem evidéncias limitadas sobre o efeito da suplementacédo de calcio sobre
parametros relacionados como a sensibilidade a insulina, provenientes de estudos que
examinaram os efeitos do calcio tanto isoladamente quanto como um componente dos
laticinios (Pittas et al., 2007a). Em 20 pacientes ndo diabéticos com hipertenséo arterial
primaria, a suplementacdo de 1500 mg/dia de calcio vs. placebo durante 8 semanas
melhorou a sensibilidade a insulina, avaliada pelo clamp euglicémico hiperinsulinémico
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(Sanchez et al., 1997). Estudos com pequeno numero de participantes nao diabéticos
que avaliaram os efeitos da suplementacdo de calcio, como um componente dos
laticinios, em relagcdo a glicemia ou resisténcia a insulina encontraram resultados
conflitantes, porém a maioria apresentou efeito neutro (Barr et al., 2000; Bowen et al.,
2005; Thompson et al., 2005; Zemel et al., 2004a; Zemel et al., 2005a).

Um estudo recente (Pittas et al., 2007b) avaliou o efeito da suplementagéo diaria
combinada de vitamina D (700 Ul) + calcio (500mg), ndo sendo observados efeitos
sobre a glicemia ou resisténcia a insulina nos pacientes com tolerancia normal a glicose
no inicio do estudo. Entretanto, entre os participantes com intolerancia a glicose no
inicio do estudo, que receberam a suplementacdo de célcio + vitamina D durante 3
anos, houve aumento significativamente menor na glicemia de jejum e na resisténcia a
insulina em comparagdo com os participantes que receberam placebo (Pittas et al.,
2007b).

Mecanismo de acao

Os mecanismos exatos pelos quais o calcio dietético pode interferir na
resisténcia a insulina nao sdo completamente conhecidos (Pittas et al., 2007a). Existem
evidéncias de que o aumento na [Ca®']i pode afetar o transporte de glicose mediado
pela insulina e a secrecado de insulina (Tremblay & Gilbert, 2009). Inclusive, ja foi
demonstrado um aumento na [Ca®']i em diferentes tipos celulares de pacientes com
diabetes tipo 2, como também com hipertenséo e obesidade (Resnick, 1992; Barbagallo
et al., 1999). Portanto, um provavel mecanismo de ac¢ao do calcio sobre a sensibilidade
a insulina, envolve a modificagdo na [Ca®']i que pode ocorrer em diferentes tipos
celulares devido a baixa ingestao de calcio.

A [Ca®'i é essencial para a secrecdo de insulina pelas células B pancreaticas e
para 0S processos intracelulares mediados pela insulina nos tecidos insulino
responsivos, como o musculo esquelético e o tecido adiposo, com uma faixa muito
estreita da [Ca®']i necessaria para a realizagdo adequada das funcdes insulino-
mediadas. Modificagées na [Ca*']i em tecidos alvo da insulina podem contribuir para

alteragdes na sua acgao (Pittas et al., 2007a).
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Elevagdes na [Ca?']i podem em parte resultar em resisténcia a insulina, nos
adip6citos e em outras células alvo da insulina, por afetar a fosforilacdo do
transportador de glicose tipo 4 (GLUT-4) e outros substratos sensiveis a insulina,
tornando a captagdo de glicose mediada pela insulina menos eficiente e podendo
promover resisténcia a insulina sistémica (Zemel, 1995; McCarty et al., 2002; Begum et
al., 1993; Reusch et al., 1991).

Estudos experimentais, utilizando adipécitos de ratos e humanos, indicam que a
[Ca®]i elevada reduz o transporte de glicose mediado pela insulina (Draznin et al.,
1987; Draznin et al., 1988). Ja foi demonstrado que a presenca de um antagonista de
céalcio (nitrendipina) no meio de cultura dos adipécitos previne o aumento na
concentragao de calcio citosélico livre e melhora a resisténcia a insulina induzida por
varios mecanismos (Draznin, 1993).

Em um estudo recente (Pikilidou et al, 2009), envolvendo pacientes
apresentando diabetes tipo 2 e hipertensdo, a suplementacdo oral de calcio
(1500mg/dia) durante 8 semanas vs. nenhum tratamento, resultou em reducdo na
[Ca®]i e aumento na sensibilidade & insulina. Os autores também observaram uma
associacdo negativa e significativa entre a modificacdo da [Ca®*]i e da sensibilidade &

insulina durante o periodo do estudo (Pikilidou et al., 2009).

1.2.3 Metabolismo lipidico

Tanto os estudos observacionais quanto os de intervencdo que avaliaram os
efeitos do calcio (e/ou laticinios) sobre o perfil lipidico, ndo produziram resultados
consistentes. Alguns estudos encontraram efeitos benéficos (Jacgmain et al., 2003;
Bell et al., 1992; Denke et al., 1993; Reid et al., 2002; Ditscheid et al., 2005; Major et al.,
2007; Lorenzen et al., 2007), enquanto outros ndo observaram tais beneficios (Snijder
et al., 2007; Karanja et al., 1994; Bostick et al., 2000; Zemel et al., 2004a; Daly &
Nowson, 2009).
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Mecanismo de acao

A saponificacdo, ocasionada pela ligacao iénica do calcio com acidos graxos,
com consequente reducao na absorcao de lipidios € um mecanismo que pode explicar
os efeitos da suplementacdo de calcio sobre o perfil lipidico (Ditscheid et al., 2005;
Reid, 2004). Esta reducdo na absorcao de lipidios, principalmente saturados, poderia
reduzir o colesterol sérico via reducdo na producédo da lipoproteina de muito baixa
densidade (VLDL) e por aumentar a captagao de LDL pelo figado (Vaskonen, 2003).

O calcio dietético também pode se ligar a acidos biliares, aumentando sua
excrecao fecal (Van der Meer et al., 1990), a conversao de colesterol em acidos biliares
no figado e portanto, a excrecao de colesterol (Vaskonen et al., 2002). O catabolismo
do colesterol a acidos biliares € uma rota importante de eliminacdo do colesterol do
organismo, sendo responsavel por aproximadamente 50% do colesterol eliminado
diariamente (St-Pierre et al., 2001). Um aumento na excrecao fecal de acidos biliares
resulta inicialmente em reducao na absorcao de lipidios e colesterol e secundariamente
no aumento da conversao do colesterol a sais biliares no figado. Mesmo se a sintese
endogena de colesterol for aumentada, pode ndo ser suficiente para repor a sintese de
acidos biliares, e o colesterol deve ser captado da circulacéo via receptores de LDL, o
que leva a reducéao do colesterol LDL sérico (Vaskonen, 2003).

1.2.4 Pressao arterial

O efeito hipotensor atribuido ao calcio parece ser amplamente aceito (McCarron
& Reusser, 1999). A relagédo inversa entre ingestdo de calcio e niveis de PA foi
sugerida pela primeira vez na década de 1980, com base em estudos epidemioldgicos,
nos quais a ingestao reduzida de calcio dietético/laticinios foi associada com niveis
mais elevados de PA e/ou maior risco de desenvolvimento de HAS (Ackley et al., 19883;
McCarron et al., 1984; Harlan et al., 1984; Garcia-Palmieri et al., 1984; Reed et al.,

1985; Joffres et al., 1987; Witteman et al., 1989). Esses achados observacionais foram
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consistentes em diferentes faixas etarias, grupos étnicos, areas geograficas e em
ambos 0s sexos; além de demonstrarem que individuos hipertensos apresentam
ingestdo inadequada de calcio (McCarron & Reusser, 1999; Miller et al.,, 2000). Uma
meta-analise desses estudos populacionais publicados entre 1983 e 1993, forneceu um
efeito estimado modesto de redugédo na PA sistélica de -0,39 mmHg (IC 95% -0,47 a -
0,31) e na diastdlica de -0,35 mmHg (IC 95% -0,67 a -0,02) para cada elevacao de 100
mg na ingestao de célcio (Birkett, 1998).

Estudos populacionais mais recentes também confirmam uma contribuicao
independente da ingestdo de célcio dietético/laticinios sobre os niveis de PA (Jorde &
Benaa, 2000; Townsend et al., 2005; Ruidavets et al., 2006; Snijder et al., 2007; Wang
et al., 2008; Engberink et al., 2009). Na analise dos dados do the Tromsg study (Jorde
& Bgona, 2000) observou-se que apds correcao para idade, IMC, consumo de alcool e
cafeina, atividade fisica, tabagismo e ingestdo de vitamina D, havia uma reducéo linear
significativa na PA sistdlica e diastdlica com a ingestdo crescente de calcio dietético.
Entretanto, a diferenca na PA entre os individuos com as maiores € as menores
ingestdes de calcio também foi modesta, sendo < 1 — 3 mmHg (Jorde & Bgona, 2000).

Os resultados dos ensaios clinicos randomizados avaliando os efeitos do calcio
sobre os niveis de PA também mostram resultados modestos. vanMierlo e
colaboradores (2006) realizaram uma meta-andlise de 40 ensaios clinicos
randomizados e controlados avaliando os efeitos da suplementacdo de célcio (dose
diaria média: 1200 mg) sobre os niveis de PA e encontraram redugdes significativas na
PA sistélica de -1,86 mmHg (IC 95% - 2,91 a - 0,81) e na diastdlica de - 0,99 mmHg (IC
95% -1,61 a -0,37). Uma meta-analise realizada por Griffith e colaboradores (1999)
encontrou resultados semelhantes na reducao da PA sistélica de -1,44mmHg (IC 95% -
2,20 a -0,68) e na diastdlica de - 0,84 mmHg (IC 95% -1,44 a -0,24).

A andlise individual dos estudos utilizados nessas meta-analises mostra
resultados heterogéneos com alguns estudos demonstrando um forte efeito benéfico e
outros pouco ou até mesmo nenhum efeito (Griffith et al., 1999). Esta heterogeneidade
pode ser explicada por uma série de fatores incluindo em primeiro lugar um efeito de
limiar de 600 — 700 mg calcio/dia (Zemel, 2001). Segundo, a ingestao basal de célcio:

em individuos consumindo regularmente pequenas quantidades de calcio, a
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suplementacdo de calcio apresenta maior efeito hipotensor (vanMierlo et al., 2006).
Terceiro, niveis basais de PA no grupo estudado, a reducdo € maior nos individuos
hipertensos ou em grupos com maior risco de desenvolvimento de HAS, como negros,
pessoas sensiveis ao sal e mulheres gravidas (Allender et al., 1996; Miller et al., 2000).
Na meta-andlise de Griffith e colaboradores (1999) a redugédo na PA sistdlica com a
suplementacao de calcio foi de -3,86 mmHg nos pacientes hipertensos vs. -0,15 mmHg
nos individuos normotensos. Um quarto fator que pode contribuir para a
heterogeneidade dos resultados dos ensaios clinicos € a fonte de calcio, quando o
célcio é suplementado através de fontes alimentares a reducédo da PA é maior (Griffith
et al., 1999). Na meta-analise de Griffith e colaboradores (1999), os estudos utilizando
fontes alimentares de calcio apresentam redugdo duas vezes maior e mais consistente
dos niveis de PA em comparacdo com aqueles estudos utilizando suplementacao
medicamentosa. (Griffith et al., 1999).

Mecanismo de acao

As evidéncias disponiveis, até o presente momento, indicam que o efeito protetor
do célcio sobre a PA pode ser explicado em parte pela influéncia dos horménios
calciotréficos sobre a [Ca®]i (Zemel, 2001; Kris-Etherton et al., 2009; Hilpert et al.,
2009; van Meijl et al., 2008), conforme exposto anteriormente.

O aumento na [Ca®']i nas células do musculo liso vascular pode resultar em um
aumento na vaso reatividade, vasoconstriccdo e conseqlente elevacao na PA (Buhler &
Resink, 1988; Brickman et al., 1991). A [Ca®']i também é importante para o estado
funcional de outras células envolvidas na regulacdo da PA (ex.: células adrenais
secretoras de aldosterona, células justaglomerulares secretoras de renina e
terminacdes adrenérgicas) (Rasmussen, 1981, apud Lechi et al., 1987). Estudos
experimentais demonstraram que o calcitriol estimula o influxo de calcio nas células da
musculatura lisa vascular (Bukoski et al., 1987; Xue et al., 1991) e que o PTH estimula o
influxo de célcio livre em midcitos cardiacos (Smogorzewski et al., 1993; Bogin et al.,
1981).
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Varias investigacdes relatam que o calcio citosélico de plaquetas encontra-se
elevado em individuos com HAS primaria, havendo correlagdo positiva e significativa
entre a concentracdo de calcio intraplaquetario e os niveis de PA em hipertensos e
normotensos (Erne et al., 1984; Cooper et al., 1987; Lechi et al., 1987; Le Quan-Sang et
al., 1987; Brickman et al., 1990; Brickman et al., 1991). A elevacdo na [Ca®']i de
plaquetas na HAS priméaria pode refletir a [Ca®'li em outros tecidos, incluindo o
musculo liso vascular, pois as plaquetas possuem muitas propriedades bioquimicas e
fisiolégicas semelhantes a das células do musculo liso vascular (Buhler & Resink, 1988;
Erne et al., 1984).

1.2.5 Biomarcadores inflamatérios

Nos ultimos anos, foram publicados estudos, realizados principalmente com
animais, demonstrando que o calcio dietético suprime o estado inflamatério associado a
obesidade, através da modulagdo da expressdo de fatores proé-inflamatérios e anti-
inflamatérios (Sun & Zemel, 2007a; Sun & Zemel, 2008; Zemel & Sun, 2008a; Zemel et
al., 2009)

Sun e Zemel (2007a) publicaram um estudo realizado com ratos alimentados
com dieta obesigénica pobre ou rica em célcio. Os autores observaram que a dieta rica
em célcio em comparacao com a pobre em calcio: 1) reduziu de forma significativa a
expressao de fatores pro-inflamatérios: TNF-a e IL-6 em 64% e 51%, respectivamente
no tecido adiposo visceral; 2) Estimulou a expressao de fatores anti-inflamatérios:
interleucina-15 (IL-15) e adiponectina em 52% e 54% (p=0,025), respectivamente no
tecido adiposo visceral; e 3) induziu um aumento de 2 vezes na expressao da IL-15 no
musculo soleus (p=0,01).

Além dos estudos com suplementacdo de calcio em animais, Zemel e Sun
(2008a) avaliaram os efeitos dos laticinios sobre marcadores inflamatérios em ratos,
pois os laticinios possuem fatores adicionais, tais como inibidores da enzima

conversora da angiotensina, que também podem suprimir o estresse inflamatorio. Este
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estudo foi desenhado para avaliar os efeitos a curto prazo (3 semanas) sobre o
estresse inflamatério de 3 dietas: pobre em calcio (0,4%), rica em calcio (1,2%
proveniente de CaCQs3), e rica em laticinios (1,2% de célcio proveniente de leite). As
dietas ricas em célcio e em laticinios resultaram em supressao significativa do TNF-q,
da IL-6 e MCP-1 em comparagdo com a dieta pobre em calcio, enquanto um padréao
inverso foi notado para a adiponectina e IL-15 (p = 0,002) (Zemel & Sun, 2008a).

Em seres humanos foram avaliadas as concentragcdes de PCR e adiponectina
em uma analise secundaria de 2 estudos conduzidos em individuos obesos. Apds 24
semanas de alimentacdo com dieta rica em laticinios normocalé6rica e hipocalérica
houve reducao significativa de 11% e 29% na PCR, respectivamente (p6s-teste vs. pre-
teste), enquanto ndo houveram modificacdes significativas nos grupos com dieta pobre
em laticinios. A adiponectina aumentou de forma significativa, em 8% nos individuos
alimentados com dieta rica em laticinios normocaléricas (p = 0,003) e 18% naqueles
alimentados com dieta hipocal6rica (Zemel & Sun, 2008a).

Conforme exposto anteriormente, dietas ricas em calcio podem auxiliar na
reducao da adiposidade. Portanto, pode-se acreditar que o efeito do calcio dietético
sobre o estresse inflamatério seja, em parte, mediado pela reducdo da adiposidade
corporal. Sendo assim, foi realizado um estudo para avaliar os efeitos agudos de uma
dieta rica em laticinios sobre o estresse oxidativo e inflamatério em individuos obesos e
com sobrepeso na auséncia de modificacbes na adiposidade. Neste estudo
randomizado, cego e cruzado com dietas normocalérica suplementadas com laticinios
ou soja, foram incluidos 20 individuos (10 obesos e 10 com sobrepeso). Dois periodos
dietéticos de 28 dias foram separados por um periodo de washout de 28 dias. A dieta
suplementada com laticinios resultou em supressao significativa do estresse oxidativo e
niveis significativamente mais baixos de marcadores inflamatérios (TNF-a, 15%, IL-6,
13%, MCP-1, 10%,) além de aumento significativo na adiponectina (20%), enquanto a
soja nao exerceu efeitos significativos. Neste estudo foi concluido que o aumento na
ingestdo de laticinios produz supressao significativa e substancial do estresse
inflamatério associado com o sobrepeso e obesidade, na auséncia de modificagdes na
adiposidade corporal (Zemel et al., 2009).
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Mecanismo de acao

E provavel a modulacdo do estresse inflamatério pelo calcio seja mediada pela
supressao do calcitriol. Esta hip6tese se baseia no fato de que o calcitriol: (1) regula a
sinalizagédo intracelular do Ca'™; (2) controla a produgdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), através da modulacédo da desacoplacdo mitocondrial e sinalizacdo do
célcio intracelular. Estes 2 mecanismos modulam a produc¢ao e liberacao de citocinas
(Sun et al., 2008; Zemel et al., 2009; Sun & Zemel, 2007a).

A ingestdo excessiva de nutrientes e a obesidade aumentam a geracdo de ROS
e 0 estresse oxidativo, enquanto a restricdo calérica e a perda ponderal estao
associadas com reducao no estresse oxidativo (Mohanty et al., 2000; Dandona et al.,
2001). O estresse oxidativo desempenha um papel significativo na regulacéo do estado
inflamatério no tecido adiposo, ja tendo sido demonstrado que a adicao de oxidantes
suprime a expressao da adiponectina e aumenta a expressao de fatores inflamatérios
(Furukawa et al., 2004). Isto sugere que um aumento local do estresse oxidativo no
tecido adiposo resulta em desregulacao na producdo de adipocinas (Zemel et al.,
2009).

O acumulo de tecido adiposo estimula a expressdo da nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase 4 (Nox4), que é um fator chave na producéo
enzimatica celular de ROS (Sun & Zemel, 2006; Sun & Zemel, 2004; Inoguchi et al.,
2000). A infiltracdo de macréfagos no tecido adiposo € estimulada pelas ROS via
producdo de MCP-1, favorecendo a liberagdo de adipocinas inflamatérias e
promovendo ainda mais a expressao local da Nox4 e a producado de ROS (Weisberg et
al., 2003; Sun & Zemel, 2007a; Xu et al., 2003).

Na publicacdo de Sun e Zemel (2007a), citada anteriormente, também foi
avaliado o efeito do calcitriol sobre a producédo de adipocinas, sendo relatado que em
culturas de adipdcitos, o calcitriol estimulou de forma significativa a expressao do TNF-
a, IL-6 e interleucina-8 (IL-8). Esses efeitos foram bloqueados por antagonistas de canal
de célcio.

O papel do calcitriol na modulacdo da producéo de citocinas pelos adipdcitos e
macréfagos e no cross-talk entre adipdcitos e macrofagos também foi investigado por
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Sun & Zemel (2008a) em um estudo com cultura de adipécitos e macréfagos,
demonstrando que o calcitriol estimula a producdo de adipocinas associadas com a
funcdo dos macrofagos e aumenta a expressdo de citocinas inflamatérias em
macréfagos e adipdcitos; incluindo o fator de inibicdo da migracao de macroéfagos (MIF),
TNF-a, IL-6 e MCP-1 em adipécitos assim como TNF-a e IL-6 em macrofagos. Além
disto, o calcitriol também regulou o cross-talk entre macréfagos e adipécitos, como
evidenciado pelo aumento na expressao e producao de citocinas inflamatérias a partir
de adipécitos e macréfagos em co-culturas versus culturas individuais (Sun & Zemel,
2008a).
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Efeitos da dieta rica em calcio associada a restricdo energética sobre fatores de risco cardiovascular...

2 JUSTIFICATIVA
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2 JUSTIFICATIVA

A obesidade esta relacionada de forma causal com as doencas cardiovasculares,
predispondo o desenvolvimento de uma série de fatores de risco para estas doencgas,
tais como resisténcia a insulina, HAS, dislipidemia e estado pré-inflamatério e pré-
trombodtico. Esses fatores de risco isoladamente ou agregados podem favorecer a
disfuncao endotelial, com consequente aterogénese.

A perda ponderal é capaz de melhorar as alteracées metabdlicas associadas a
obesidade reduzindo o risco de disfungdo endotelial e de doengas cardiovasculares.
No tratamento da obesidade, a intervencéao dietética desempenha um importante papel
e seu principal aspecto é o controle da ingestdo energética. Entretanto, alguns estudos
realizados na ultima década sugerem que o consumo de calcio dietético pode ter efeitos
benéficos sobre a adiposidade corporal, a sensibilidade a insulina, o perfil lipidico, a PA
e o estado inflamatorio.

Desta forma, considrando-se 1) a auséncia de consenso sobre os efeitos da
dieta rica em calcio, associada a restricado energética, sobre a adiposidade e os fatores
de risco cardiovascular, 2) o fato de todos estes fatores poderem induzir disfuncao
endotelial e 3) a auséncia de estudos avaliando os efeitos desta modalidade de
intervencao nutricional sobre a funcao endotelial, justifica-se o propdsito do presente
estudo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar em obesos, submetidos a restricao energética, os efeitos da dieta rica em

célcio sobre os biomarcadores da funcao endotelial e fatores de risco cardiovascular.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar em obesos, submetidos a restricdo energética, os efeitos da dieta rica em calcio
sobre:

e 0 peso corporal

e agordura corporal

e aobesidade abdominal

» atolerancia a glicose e a sensibilidade a insulina

« 0 perfil lipidico

e as concentragOes séricas de leptina

e apressao arterial

e 0s biomarcadores inflamatérios

» afibrindlise

e 0s biomarcadores da fung¢ao endotelial

e 0 metabolismo do calcio

Avaliar em obesos, submetidos a restricdo energética, as associacdes entre as
modificacdes nos parametros antropométricos, perfil metabdlico, niveis de pressao
arterial e biomarcadores inflamatérios e da fungao endotelial.
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4 CASUISTICA

4.1 Pacientes

Participaram deste estudo 50 individuos com obesidade grau 1, sem distincdo de
raga ou sexo, com 22 a 55 anos de idade, apresentando baixa ingestdo habitual de
calcio (< 500 mg/dia). A principal fonte de selecédo dos participantes foi o0 ambulatério de
cirurgia plastica do Hospital Universitario Pedro Ernesto, sendo selecionados
principalmente os candidatos a mamoplastia redutora ou abdominoplastia. A
abordagem inicial consistiu no convite para participacao no estudo, com esclarecimento
das principais caracteristicas do mesmo. Os individuos que aceitaram participar do
estudo foram submetidos a uma avaliagdo preliminar consistindo na determinacao do
peso corporal e da altura, para calculo do IMC, além da realizacdo de uma entrevista
abordando diferentes critérios de inclusdo e exclusao (anexo 1).

Todos os individuos potencialmente elegiveis para o estudo foram agendados
para a visita de selecdo do estudo (V-1), na qual foram submetidos a avaliacao
laboratorial e dos niveis de pressao arterial, com o objetivo de aplicar outros critérios de

excluséo (anexo 2)

4.2 Critérios de inclusao

Os pacientes incluidos no estudo preencheram os seguintes critérios:
e homens ou mulheres entre 20 e 60 anos
« obesos, apresentando indice de massa corporal entre 30 — 34,9 kg/m?

e terem assinado o termo de consentimento livre e esclarecido



55

4.3 Critérios de exclusao

Foram excluidos do estudo os pacientes:

apresentando ingestao habitual de calcio > 500 mg/dia

em uso de suplementos de célcio, vitamina D, calcitonina ou outras drogas que
possam interferir no metabolismo do célcio ou no controle do peso corporal

em uso de suplementos nutricionais

gestantes ou lactantes

tabagistas

apresentando modificacées recentes (3 meses) no peso corporal € na
intensidade ou na freqiiéncia de exercicios fisicos

com diagnéstico de diabetes mellitus; hipotireoidismo; intolerancia a lactose;
depresséo; infarto agudo do miocardio ou acidente vascular encefalico nos
ultimos 6 meses; angina instavel; insuficiéncia cardiaca grave (classe Ill ou IV
NYHA); ma absorcéo intestinal; insuficiéncia hepatica; niveis de creatinina sérica
superiores a 1,3 mg/dl ou clearance de creatinina < 60 ml/min; hipertensao

arterial sistémica ou dislipidemia em uso de drogas.
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5 DESENHO DO ESTUDO E
PLANO DE TRABALHO
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5 DESENHO DO ESTUDO E PLANO DE TRABALHO

O ensaio clinico foi randomizado, aberto e paralelo, com duracao de 16 semanas.
Os pacientes selecionados foram alocados aleatoriamente em 2 grupos (25 em cada
grupo). Os 2 grupos foram orientados a ingerir uma dieta hipocal6rica, com déficit
energético similar (reducdo de 800Kcal/dia) e distribuicio semelhante de
macronutrientes. Um grupo de pacientes recebeu orientagdes para ingerir uma dieta
rica em calcio (DRC), com suplementacao diaria de 800mg calcio dietético, proveniente
de laticinios (60g de leite em pd desnatado), totalizando aproximadamente 1200mg
calcio dietético/dia. O outro grupo permaneceu ingerindo uma dieta pobre em calcio
(DPC), apresentando quantidade de calcio < 500mg/dia.

O acompanhamento dos pacientes durante todo o periodo do estudo foi realizado
através de visitas com intervalos de 4 semanas. Em cada visita o valor energético da
dieta foi ajustado de acordo com o peso corporal atual do paciente, objetivando a

continuidade da perda ponderal.

5.1 Desenho do estudo

RANDOMIZAGAO

v Dieta rica em calcio (DRC)

I I I I

SELEGAO

Dieta pobre em calcio (DPC)
I I I I

VISITAS -1 1 2 3 4 5
SEMANAS -1 0 4 8 12 16

Avaliacao do consumo alimentar, antropométrica e da pressao arterial: semanas 0, 4, 8, 12 e 16

Avaliacao laboratorial: semanas 0 e 16
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5.2Plano de trabalho

Os participantes do estudo foram avaliados em todas as visitas (V-1 a V5) no
Laboratério de Pesquisa Clinica do CLINEX. Na visita V-1, além da realizagdo de
exames laboratoriais e avaliagdo da PA com o objetivo de aplicar os critérios de
exclusado, os pacientes foram orientados em relacdo a coleta da urina de 24h e ao
preenchimento do formulario de avaliagcdo do consumo alimentar que foi entregue nas
semanas 0, 4, 8, 12 e 16. Na semana 0 a avaliacdo do consumo alimentar foi utilizada
para estimar a ingestdo habitual de calcio e nas semanas 4, 8, 12 e 16 serviu para
avaliar a adeséo a dieta.

As avaliacdes antropométrica e da PA foram realizadas nas semanas 0, 4, 8, 12
e 16. Nas semanas 0 e 16, os pacientes também foram submetidos a avaliacao
laboratorial para mensuracao dos niveis séricos de glicose, insulina, leptina, colesterol
total, HDL-colesterol, triglicerideos, PTH, 1,25(0OH).D, célcio, albumina, PCR, TNF-q,
PAI-1, ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina; além da determinacdo da excrecao urinaria de
sodio, célcio e uréia a partir da urina de 24 horas. As amostras de sangue, utilizadas na
avaliacao laboratorial, foram coletadas apds jejum de 12 horas e ap6s 72h sem
consumo de bebidas alcodlicas (IV Diretriz Brasileira sobre Dislipidemias e Prevengéo

da Aterosclerose, 2007).
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6 METODOS
6.1 Prescricao dietética

O valor energético total (VET) da dieta prescrita para cada participante na
semana 0, foi obtido subtraindo-se 800 Kcal/dia do seu gasto energético total diario,
que foi determinado utilizando-se e as equacdes da Organizacao Mundial de Saude
(WHO, 2001) com base no peso corporal atual. O gasto energético total diario foi

calculado através das seguintes férmulas:
Gasto Energético Total Diario = Taxa Metabdlica Basal x Nivel de Atividade Fisica

Taxa Metabolica Basal

Homens: 18 — 30 anos = 15,1 x Peso (kg) + 692
30 - 60 anos = 11,5 x Peso (kg) + 873

Mulheres: 18 — 30 anos = 14,8 x Peso (kg) + 487
30 - 60 anos = 8,1 x Peso (kg) + 846

Nivel de Atividade Fisica

Sedentario =1,40-1,69
Ativo 1,70 - 1,99
Vigoroso = 2,00-2,40

Nas semanas 4, 8 e 12 o VET da dieta foi novamente calculado, com um déficit
de 800 Kcal/dia usando-se as mesmas equacdes e o0 novo valor de peso corporal atual,
objetivando a continuidade da perda ponderal.

As 2 dietas utilizadas no estudo (DRC e DPC) foram elaboradas para fornecer
percentuais semelhantes de macronutrientes (proteinas ~22%, lipidios ~28%, acidos
graxos saturados ~ 5,5% e carboidratos ~50% do VET) e fibras (~19g/dia) (anexo 3).
Foram confeccionadas dietas com valor energético variando de 1300 até 2100 Kcal/dia
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para cada um dos grupos de estudo (anexo 4). As dietas foram elaboradas com base
em lista de trocas de alimentos (anexo 5). O software Nutwin foi utilizado para realizar
o calculo das dietas utilizadas no estudo.

Os 2 grupos de estudo foram orientados a ingerir 1 porcao de laticinios/dia (lista
de trocas). Os participantes da DRC receberam a suplementacao diaria de ~ 800 mg
célcio dietético, na forma de 60g de leite em pd desnatado (Molico® da Nestlé Brasil
LTDA) que foi fornecido aos pacientes nas visitas realizadas a cada 4 semanas
(semana 0 a semana 12). O teor de célcio nas dietas do estudo variou conforme a
ingestdo energética ficando na DRC entre 1156 e 1228 mg/dia e na DPC entre 419 e
493 mg/dia (anexo 3).

Todos os participantes do estudo receberam uma balanga da marca Plenna com
precisdo de 5g e capacidade total de 2509 para pesagem dos alimentos e uma colher
medida, com o objetivo de tornar o mais fidedigna possivel a quantificacdo dos

alimentos prescritos na dieta, incluindo o leite em pé.

6.2 Avaliacao antropométrica

A avaliacdo antropométrica foi realizada através das seguintes medidas: peso
corporal (quilogramas); altura (centimetros); circunferéncias da cintura e do quadril
(centimetros); dobras cutaneas do triceps, subescapular, supra-iliaca e da coxa

(milimetros).
Peso, altura e indice de massa corporal

As mensuracoes de peso (precisdo de 0,1 kg) e altura (precisdao de 0,5 cm)
foram realizadas em balanca antropométrica da marca Filizola, estando os pacientes
em jejum, sem sapatos e vestindo roupas leves. O IMC foi calculado dividindo-se o
peso (kg) pela altura ao quadrado (m?) (WHO, 2000).
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Gordura corporal

A gordura corporal foi estimada a partir da avaliagdo das dobras cutaneas do
triceps, subescapular, supra-iliaca e da coxa que foram determinadas com a utilizacao
de um plicbmetro tipo Lange Skinfold Caliper.

A dobra cuténea do triceps foi mensurada verticalmente no aspecto posterior do
brago sobre o triceps, no ponto médio entre o processo acromial da escapula e o
processo olecraniano da ulna. A dobra cutanea subescapular foi avaliada na diagonal
ao longo da linha natural da pele, logo abaixo do angulo inferior da escapula. A dobra
cutdnea supra-iliaca foi determinada obliquamente sobre a crista iliaca, ao longo da
linha natural da pele. A dobra cuténea da coxa foi mensurada verticalmente (linha
média) na face anterior da coxa, no ponto médio entre a linha inguinal e a borda
proximal da patela (Lohman et al., 1988).

Os valores dessas dobras cutdneas foram somados e juntamente com dados
referentes a idade e altura, foram utilizados para estimar o percentual de gordura
corporea através das seguintes férmulas (Peterson et al., 2003):

Homens: %GC = 20,94878 + (idade x 0,1166) — (altura x 0,11666)
+ (soma 4 x 0,42696) — (soma 4% x 0,00159)
Mulheres: %GC = 22,18945 + (idade x 0,06368) + (IMC x 0,60404)
- (altura x 0,14520) + (soma 4 x 0,30919)
- (soma 42 x 0,00099562)

GC = gordura corporal, altura em cm, soma 4 = soma das dobras cutaneas do triceps, subescapular,
supra-iliaca e da coxa.

Estas férmulas para determinacdo do percentual de gordura corporal foram
validadas com um modelo de 4 compartimentos e na validagcdo destas equacodes
também foram incluidos individuos obesos (Peterson et al., 2003).

A determinagdo da gordura corporal (kg) foi baseada no percentual de gordura
corporal obtido com a formula acima e o peso corporal do paciente.
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Circunferéncia da cintura, circunferéncia do quadril e relacao cintura quadril

As circunferéncias da cintura e do quadril foram mensuradas estando os
pacientes em pé e com o auxilio de uma fita métrica inextensivel. A CC foi determinada
no ponto médio entre a ultima costela e a crista iliaca, mantendo a fita paralela ao chéo,
sem comprimir a pele, ao final de uma expiracdo normal, com o abddmen relaxado
(WHO, 2000). A circunferéncia do quadril foi medida na maior circunferéncia na
extensao posterior das nadegas. A relagao cintura quadril (RCQ) foi obtida pela
divisdo da CC pela circunferéncia do quadril.

indice de conicidade

O indice de conicidade, avalia a CC em relacéo a altura e o peso, tendo sido
determinado através da seguinte formula (Valdez et al., 1993):

indice de conicidade = Circunferéncia da cintura (m)
0,109 x \/(Peso corporal (kg) / Altura (m))

6.3 Avaliacao do metabolismo glicidico

Glicemia de jejum

A glicemia de jejum foi determinada por técnica automatizada.

Insulina plasmatica de jejum

A insulina plasmatica de jejum foi medida por radioimunoensaio usando o Kit
comercial LINCO Research, St Louis, USA, especifico para insulina humana. Neste
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ensaio a reatividade cruzada com a pro-insulina humana é inferior a 0,2% (Morgan &

Lazarow, 1963). Os valores foram expressos em puU/ml.
indice de resisténcia a insulina (HOMA-IR)

O indice de resisténcia a insulina foi obtido utilizando-se a férmula da Avaliacao
do Modelo Homeostatico (HOMA-IR), na qual a resisténcia é determinada pelo produto
da insulinemia de jejum (uU/ml) e da glicemia de jejum (mmol/L) dividido por 22,5. Este

indice apresenta alta correlacdo com o “clamping” euglicémico hiperinsulinémico
(Mathews et al., 1985; Avignon et al., 1999).

6.4 Avaliacao do metabolismo lipidico e leptina

Colesterol total, HDL-colesterol e os triglicerideos

O Colesterol total, HDL-colesterol e os triglicerideos foram dosados por técnica

automatizada.
LDL-colesterol

O LDL-colesterol foi estimado usando-se a férmula de Friedwald, quando os
valores dos triglicerideos séricos eram inferiores a 400 mg/dl: Colesterol total — (HDL-
colesterol + triglicerideos/5) (Friedewald et al., 1972).
Leptina

A leptina sérica de jejum foi medida por radioimunoensaio usando reagentes da

LINCO Research, St Louis, USA, especificos para leptina humana (Zhongmin, 1996).

Os valores foram expressos em ng/ml.
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6.5 Avaliacao da pressao arterial e freqliéncia cardiaca

A PA e a freqliiéncia cardiaca foram mensuradas apés 5 minutos de repouso por
equipamento automatico DINAMAP™ — Vital Signs Monitor 1846. Os valores utilizados
representam a média aritmética de 3 medidas com intervalos de 3 minutos, obtidas com

0 paciente sentado no braco ndo dominante, ap6s pelo menos 5 minutos de repouso.

6.6 Avaliacao dos biomarcadores inflamatoérios

Proteina C-reativa ultra-sensivel

A determinagdo da concentragdo sérica da Proteina C-reativa ultra sensivel
(PCR-US) foi realizada por método de turbidimetria, utilizando o Kit da BioSystems e o
aparelho Analisador Automatico A15 marca BioSystems. Os valores foram expressos

em mg/l.
Fator de necrose tumoral - a

Os niveis séricos do TNF-a foram determinados por ensaio imunométrico
enzimatico usando o Kit comercial TiterZyme® EIA da Assay Designs, Michigan, USA,

especifico para TNF-a humano (Catalogo n® 900-099). Os valores foram expressos em
pg/ml.
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6.7 Avaliacao da funcao endotelial e da fribrindlise

ICAM-1, VCAM-1, sE-Selectina e PAI-1

A determinacdo das concentracbes séricas de ICAM-1, VCAM-1, E-Selectina e
PAI-1 foi realizada através de método enzimatico-imunonefelométrico-imunoensaio,
utilizando-se o Kit comercial de dosagens mudultiplas: Human Cardiovascular Disease
Panel 1 Lincoplex (Cat. HCVD1-67AK), da LINCO Research, St Louis, USA. Os valores

foram expressos em ng/ml.

6.8 Avaliacao do metabolismo do calcio

Calcio sérico e urinario

Os niveis séricos e a excregao urinaria de calcio foram determinados por
complexometria automatizada. O calcio sérico ionizado foi determinado utilizando-se os

valores séricos de proteinas totais, dosadas por método colorimétrico (Miller, 1999).

Calcio ionizado = (6 x calcio total (mg/dl) — (proteinas totais (g/dl) / 3)

Proteinas totais (g/dl) + 6

Paratormonio

Os niveis séricos de PTH (molécula intacta) foram determinados através de
eletroquimioluminescéncia com Kit comercial da Roche Brasil, Rio de Janeiro, Brasil
(Hackeng et al., 1986; Parnham et al., 1986). Os valores foram expressos em pg/ml.
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1,25 diidroxivitamina D

As concentracoes séricas de 1,25(0OH).D foram avaliadas por radioimunoensaio
utilizando o Kit comercial da DiaSorin Ltda, Sdo Paulo, Brasil (DeLuca, 1981; Hollis,

1986). Os valores foram expressos em pg/ml.

6.9 Avaliacao do consumo alimentar

Consumo alimentar habitual de calcio

A avaliacao do consumo alimentar habitual de calcio (antes do inicio do estudo)
foi realizada na semana 0, através do registro alimentar de 3 dias (anexo 6). O
consumo habitual de célcio foi avaliado com o objetivo de excluir os pacientes com
ingestdo >500 mg/dia.

O registro alimentar € um método de avaliacdo dietética que documenta a
ingestao alimentar a medida que ela ocorre; os pacientes informaram por escrito a
qualidade e a quantidade de todos os alimentos ingeridos durante 3 dias (incluindo 2
dias durante a semana e 1 dia de final de semana). O registro alimentar foi avaliado

utilizando-se o software Nutwin.

Consumo alimentar durante a realizacao do estudo

A avaliagcdo do consumo alimentar durante a realizagdo do estudo foi realizada
através do registro alimentar de 3 dias (anexo 6), entregue nas semanas 4, 8, 12 e 16.
O consumo alimentar de cada paciente foi avaliado através da média dos 12 dias de

registro alimentar ao longo de todo o estudo.
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Consumo alimentar de proteinas e sédio

O consumo alimentar de proteinas e sédio foi estimado através da excrecéo
urinaria de uréia e sédio respectivamente, determinados na urina de 24h na semana 0 e
semana 16. Os pacientes receberam informacdes detalhadas sobre a coleta da urina
de 24h, entretanto este procedimento € sujeito a inumeros erros, sendo assim s6 foram
consideradas as excrecoes urinarias de sédio e uréia quando o clearance de creatinina
era >70 ml/min, pois todos os pacientes apresentavam niveis séricos de creatinina
dentro da normalidade.

A uréia urinaria foi avaliada por método cinético e o sodio por técnica automatizada.

6.10 Analise estatistica dos dados

Foram utilizadas para a descricao das variaveis continuas, as médias aritméticas
e seus respectivos erros padroes. O teste t para amostras independentes foi usado
para avaliar as diferencas nas variaveis continuas entre os 2 grupos no inicio do estudo
(semana 0), e entre os participantes que completaram e ndo completaram o estudo. A
apreciacao estatistica da comparacao de proporcées foi baseada no teste Qui-
quadrado.

As comparacées intra (semana 0 vs. semana 16) e inter (DRC vs DPC) grupo
das variaveis bioquimicas foram realizadas através do teste t. Para os parametros
antropométricos e os niveis de PA (que foram avaliados nas semanas 0, 4, 8, 12 e 16),
as comparacodes intra e inter grupo foram avaliadas pela analise de variancia (ANOVA)
para medidas repetidas.

Os valores de triglicerideos, insulina, leptina, PTH, HOMA-IR, PCR-US, PAI-1,
ICAM-1 e E-selectina ndao apresentavam distribuicdo normal, portanto o logaritmo
natural dessas variaveis foi utilizado nas analises.

A correlagdo entre variaveis continuas foi determinada através do coeficiente de

correlacdo de Pearson. O nivel de significancia estatistica adotado foi p< 0,05. Todas
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as analises foram realizadas usando o software STATA (v.8.2, StataCorp, College
Station, TX, USA).

Calculo do tamanho da amostra

O tamanho da amostra foi calculado para detectar-se uma diferenga minima de
peso de 5% entre os grupos de tratamento, com erro tipo | de 0,05 e erro tipo Il de 0,20.
Nestas condicdes, o tamanho minimo da amostra poderia assumir valores entre 20 e 25
individuos para cada grupo.

Randomizacao

Foi utilizado o aplicativo estatistico STATA 8.2 para realizar a alocagdo nos
grupos “DRC” e “DPC”. Procedeu-se a uma randomizacao em blocos descrita por Ryan
(2000).

6.11 Questoes éticas

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Universitario Pedro Ernesto (1152-CEP/HUPE — CAAE: 0027.0.228.000-05), antes do
inicio de sua realizagdo. Todos os participantes assinaram o termo de consentimento
livre e esclarecido (anexo 7), apds esclarecimento sobre os objetivos e métodos do
estudo, e antes de qualquer procedimento do mesmo.
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Efeitos da dieta rica em calcio associada a restricdo energética sobre fatores de risco cardiovascular...

7 RESULTADOS
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7.1 Caracterizacao da populacao do estudo
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Foram randomizados 50 individuos obesos para participacao no presente estudo,

sendo alocados 25 participantes no grupo da DRC e 25 no grupo da DPC. As

caracteristicas principais dos participantes no inicio do estudo (semana 0) estado

apresentadas na Tabela 1, segundo o grupo de tratamento.

Nao foram observadas

diferencas estatisticamente significativas entre as caracteristicas iniciais dos 2 grupos

em relagcao a todos os parametros avaliados.

Tabela 1. Caracteristicas iniciais dos participantes obesos, de acordo com o grupo de estudo.

Caracteristica Dieta rica em calcio Dieta pobre em calcio p
(n = 25) (n=25)

Idade (anos) 37,92 £1,99 42,92 +1,96 0,08
Raca (n&o branco/branco) 24/1 21/4 0,15
Sexo (feminino/masculino) 23/2 22/3 0,64
Peso corporal (kg) 85,52 +1,80 82,08 + 1,89 0,19
indice de massa corporal (kg/m?) 32,43 +0,28 32,02 £ 0,27 0,31
Gordura corporal (kg) 36,56 + 0,77 34,59 £ 0,80 0,08
Gordura corporal (%) 42,92 +0,73 42,41 +0,93 0,67
Circunferéncia da cintura (cm) 100,18 + 1,04 98,4 + 1,14 0,26
Circunferéncia do quadril (cm) 113,39 £1,16 111,30 £ 1,34 0,24
Relacéo cintura quadril 0,88 + 0,01 0,89 + 0,01 0,92
indice de conicidade 1,27 £ 0,01 1,26 + 0,01 0,73
Pressao arterial sistélica (mmHg) 115,73 + 2,17 113,60 + 1,57 0,43
Presséo arterial diastélica (mmHg) 75,23 1,75 71,48 £1,72 0,13
Freqiiéncia cardiaca (bpm) 72,42 + 3,36 72,38 £ 1,67 0,95
Glicose (mg/dl) 98,04 + 1,67 95,00 = 2,54 0,32
Colesterol total (mg/dl) 197,58 + 7,59 214,04 + 10,20 0,20
HDL-colesterol (mg/dl) 50,09 + 3,14 50,96 + 1,80 0,80
LDL-colesterol (mg/dl) 120,53 £ 6,38 133,48 + 8,59 0,24
Triglicerideos (mg/dl) 142,72 + 16,02 146,64 + 13,28 0,85
Célcio sérico total (mg/dl) 9,38 £ 0,08 9,54 £ 0,09 0,19
Célcio sérico ionizado (mg/dl) 5,28 £ 0,04 5,38 £ 0,05 0,12
Célcio urinario (mg/24h) 199,46 + 22,98 162,41 £20,00 0,23
Uréia urinaria (g/24h) 21,15+1,37 20,72 £1,26 0,82
Saédio urinario (mEqg/24h) 234,52 + 21,28 205,10 £ 17,60 0,29

Os valores sdo expressos como média * erro padrao da média.

HDL = lipoproteina de alta densidade, LDL = lipoproteina de baixa densidade
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Dos 198 participantes da avaliagdo preliminar, 50 foram randomizados e 39
completaram as 16 semanas de acompanhamento (19 na DRC e 20 na DPC)
(Figura 1). Apéds a randomizagao, houve 22% de perdas, que foram semelhantes nos 2
grupos. Os motivos para as perdas de paciente incluiram mudanca de domicilio para
area distante (n=1), mudanca de emprego e/ou horario de trabalho (n=4), doenca ou
morte de familiar (n=2), desisténcia voluntaria do estudo (n=2) e falta de interesse
(n=2).

Avaliacao Preliminar

h=198
Excluidos (n = 131)
Inadequacao critérios de inclusao
e exclusao
Visita V-1
n =67

Excluidos (n = 17)

Inadequacao critérios inclusao (n = 14)
Desisténcia (n = 3)

Randomizacao
nh =50

Semana 0

Semana 0

3 Perdas

2 Razoes pessoais
1 Falta de interesse

Dieta rica em calcio
n=25

1 Perda

1 Razoes pessoais

Semana 4

Dieta rica em calcio
n=22

Semana 8

Dieta rica em calcio
n=21

2 Perdas

2 Razoes pessoais

Semana 12

Dieta rica em calcio
n=21

Semana 16

Dieta rica em calcio
19 participantes
completaram o estudo e
foram incluidos nas
analises

Dieta pobre em calcio
nh=25

2 Perdas

2 Razobes pessoais

Semana 4

Dieta pobre em calcio
n=23

1 Perda

1 Falta de interesse

Semana 8

Dieta pobre em calcio
n=22

2 Perdas

2 Razdes pessoais

Semana 12

Dieta pobre em calcio

n=20

Semana 16

Dieta pobre em calcio
20 participantes
completaram o estudo e
foram incluidos nas
analises

Figura 1. Representacédo esquematica do fluxo de pacientes da avaliagdo preliminar ao final do

estudo
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Nao foram observadas diferencas significativas em relacdo a maioria das

caracteristicas iniciais dos participantes que descontinuaram o protocolo de estudo e os

individuos que permaneceram na intervencao. A Unica excecao foi em relagao a raga,

pois todos os participantes que ndo completaram o estudo eram n&o brancos.

7.2 Caracteristicas da ingestao dietética

A ingestao alimentar dos 2 grupos de pacientes (avaliada através do registro

alimentar de 3 dias, entregue nas semanas 4, 8, 12 e 16) foi similar em relacédo ao VET

e ao teor de macronutrientes, fibras e vitamina C. Apenas a ingestdao de calcio foi

significativamente maior nos participantes alocados na DRC em comparagdo com os

participantes da DPC (p < 0,001).

Tabela 2. Ingestdo alimentar diaria de nutrientes com base em 12 registros alimentares, de

acordo com o grupo de estudo.

Nutriente Dieta rica em calcio Dieta pobre em calcio o]
(n=19) (n=20)
Valor energético total (Kcal/dia) 1741,8 +448 1708,0 £ 50,7 0,62
Proteinas (% VET) 21,5205 20,9+04 0,28
Lipideos (% VET) 28,3+0,5 27,8+0,7 0,55
AG saturados (% VET) 6,4 £ 0,03 7,0 £ 0,04 0,36
Colesterol (mg/dia) 240,3+1,2 2543 +11 0,19
Carboidratos (% VET) 50,2+0,5 51,4+0,6 0,14
Fibras (g/dia) 154 +0,4 16,9+0,4 0,32
Célcio (mg/dia) 1233,9+19,2 462,8 + 13,6 <0,001
Vitamina C (mg/dia) 128,4 £0,9 140,3+£0,8 0,53

Os valores sdo expressos como média + erro padrao da média.
VET = valor energético total, AG = acidos graxos
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7.3 Avaliacao antropométrica

Durante as 16 semanas de acompanhamento, o déficit energético de 800Kcal/dia
produziu reducado significativa de todos os parametros antropométricos avaliados no
estudo, tanto nos participantes alocados na DRC (p<0,001) quanto na DPC (p<0,001)
(Tabela 3).

A analise comparativa das 2 dietas evidenciou que a DRC em comparag¢ao com
a DPC induziu maior reducdo em todas as varidveis antropométricos, havendo
diferenca estatisticamente significativa em relacdo aos parametros de adiposidade
abdominal (CC, RCQ e indice de conicidade) (Tabela 3 e Figura 2). Na Figura 2
encontram-se o0s valores médios das variaveis antropométricas em todas as visitas do

estudo.

Tabela 3. Valores médios das variaveis antropométricas no inicio do estudo e apds 16
semanas, nos diferentes grupos de ingestao de calcio.

Dieta rica em calcio Dieta pobre em calcio p*
(n =19) (n = 20)
Semana Semana A Semana Semana A
0 16 0 16

PC (kg) 83,742,0 78,6+2,1 -5,1+0,8* 82,2423 78,325 - 3,840,6* 0,24
IMC (kg/m?) 32,240,3 30,2 0,4 -2,040,3* 32,140,3  30,640,5 -1,5+0,3* 0,32
GC (kg) 36,1+0,9 31,8+1,1 -4,3+0,7* 344+1,0 31,2412 - 3,240,5* 0,22
GC (%) 43,2+0,7 40,5+0,8 -2,7+0,4* 422412 40,0412 - 2,240,4* 0,41
CC (cm) 98,8+1,2  91,241,26 -7,7+0,9* 98,8+1,3  93,4+1,45 - 5,4+ 0,6 0,04
CQ (cm) 113,5+¢1,6  109,1+1,6 -4,4+0,8* 111,4+1,6  108,4+1,8 -3,00,5* 0,11
RCQ 0,88+0,01  0,83+0,01  -0,04+0,00* 0,89+0,02 0,86+0,02  -0,03+0,00* 0,009
IC 1,26+0,01  1,20+0,01  -0,06+0,01*  1,240,01  1,22+0,13  -0,04+0,00* 0,003

Os valores sao expressos como média + erro padrao da média

A = semana 16 — semana 0, PC = peso corporal, IMC = indice de massa corporal, GC = gordura corporal, CC =
circunferéncia da cintura, CQ = circunferéncia do quadril, RCQ = relagao cintura quadril e IC = indice de conicidade

* Valor p <0,001 para modificagdo ao longo do tempo do estudo (semanas 0, 4, 8, 12 e 16) em cada intervengao
dietética

** Valor p para dieta rica em calcio vs. dieta pobre em calcio

Os dados foram analisados utilizando ANOVA para medidas repetidas
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Figura 2. Valores médios das variaveis antropomeétricas durante o estudo, nos diferentes
grupos de ingestao de calcio.
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7.4 Avaliacao do metabolismo glicidico, lipidico e leptina

As concentracdes séricas em jejum de glicose, colesterol total, LDL-colesterol,
triglicerideos e leptina apresentaram reducgdes significativas nos 2 grupos de estudo
apds as 16 semanas de acompanhamento (Tabela 4). A resisténcia a insulina, avaliada
pelo HOMA-IR também apresentou reducdo significativa nos 2 grupos (Tabela 4).
Entretanto, s6 foi observada reducgao significativa nos niveis séricos de insulina na
DRC. Na DPC a reducao na insulina apresentou tendéncia para ser significativa (p =
0,06). As concentracdes séricas de HDL-colesterol se mantiveram sem alteracdes
significativas durante todo o estudo, nos 2 grupos (Tabela 4).

Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas, entre os 2
grupos de estudo, em relacdo as modificagdes nas variaveis do metabolismo glicidico,
do metabolismo lipidico e na leptina sérica (Tabela 4 e Figura 3).

Tabela 4. Valores médios das variaveis metabdlicas no inicio do estudo e apdés 16 semanas,
nos diferentes grupos de ingestao de calcio.

Dieta rica em calcio Dieta pobre em calcio p
(n=19) (n = 20)
Semana Semana A Semana Semana A
0 16 0 16
Glicose (mg/dl) 99,2+2,0 93,8+2,2 -5,4+1,8* 96,7+3,0 93,2425  -3,5+1,3* 0,40
Insulina (uU/ml) ~ 20,8+1,5 17,0£1,5 -3,8+1,2** 21,8+2,5 18,3£2,2 -3,5+1,7 0,96
HOMA-IR 5,00,3 3,940,3 -1,1£0,3* 5,40,7 4,2+0,6 -1,240,4* 0,99
C-total (mg/dl) 206,7+¢8,8  190,94¢9,1  -158+4,8™  211,3+11,4 198,299 -13,1x4,7* 0,69
HDL-C (mg/dl) 52,2433 51,343,1 -0,941,4 49,642,0 50,0£2,3 0,4+1,4 0,53
LDL-C (mg/dl) 125,172 117,447,9 -7,74,4* 132,649,0 124,5¢7,7  -8,1%4,0" 0,95
TG (mg/dl) 153,120,9 113,6#14,4 -39,56%12,1*  143,7+13,8 118,2+10,1 -25,5¢6,8™ 0,30

Leptina (ng/ml) 29,8+3,7 23,8+3,4 -6,0+2,3** 27,4£3,0 24,0+3,8 -3,4+2,0* 0,42

Os valores sao expressos como média + erro padrao da média

A = semana 16 — semana 0, HDL = lipoproteina de alta densidade, LDL = lipoproteina de baixa densidade, C =
colesterol, TG = triglicerideos

* Valor p < 0,05 para diferencas entre o inicio e o final do estudo (semanas 0 vs. semana 16) em cada intervengao
dietética

** Valor p < 0,01 para diferengas entre o inicio e o final do estudo (semanas 0 vs. semana 16) em cada intervengédo
dietética

*** Valor p para dieta rica em calcio vs. dieta pobre em célcio

Os dados foram analisados utilizando o teste t
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Figura 3. Modificagbes percentuais ao final do estudo (a) nas variaveis do metabolismo
glicidico, (b) no metabolismo lipidico e (c) nas concentragdes séricas de leptina, de acordo com

a intervencao dietética.
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7.5 Avaliacao da pressao arterial e freqliéncia cardiaca

Foram observadas reducdes significativas na PA sistélica, diastlica e média,
nos dois grupos de estudo, ao longo das 16 semanas de acompanhamento (Tabela 5).
Os valores de freqiéncia cardiaca permaneceram inalterados durante todo o periodo
do estudo tanto na DRC quanto na DPC (Tabela 5).

As comparacdes das mudancas na PA entre os 2 grupos evidenciou reducao
significativamente maior nos valores da PA diastdlica e média na DRC (Tabela 5 e
Figura 4).

Tabela 5. Valores médios da pressao arterial e da frequéncia cardiaca no inicio do estudo e
apo6s 16 semanas, nos diferentes grupos de ingestao de calcio.

Dieta rica em calcio Dieta pobre em calcio p
(n=19) (n = 20)
Semana Semana A Semana Semana A
0 16 0 16
PAS (mmHg) 117,5¢2,6  108,9+2,5 -8,6+1,5** 113,841,9  109,8+1,9  -4,041,1* 0,13
PAD (mmHg) 76,0+2,0 68,9+2,1 -7,041,2* 71,0+1,8 67,8+1,3 -3,2+1,1% 0,04
PAM (mmHg) 90,4+2,1 82,2422 -7,541,1* 85,8+1,8 81,714 -3,440,9** 0,03
FC (bpm) 73,5+4,5 74,5+2,1 1,043,8 71,7+20,6 72,612,1 0,9+1,6 0,99

Os valores sao expressos como média + erro padréo da média

A = semana 16 — semana 0, PAS = pressao arterial sistélica, PAD = pressao arterial diastdlica, PAM = pressao
arterial média

* Valor p < 0,05 para modificagdo ao longo do tempo do estudo (semanas 0, 4, 8, 12 e 16) em cada intervengao
dietética

** Valor p < 0,01 para modificagdo ao longo do tempo do estudo (semanas 0, 4, 8, 12 e 16) em cada intervengao
dietética

*** Valor p para dieta rica em calcio vs. dieta pobre em calcio

Os dados foram analisados utilizando ANOVA para medidas repetidas
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(a) Presséo arterial sistélica (PAS) (b) Pressao arterial diastolica (PAD)
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Figura 4. Valores médios da (a) pressao arterial sistolica, (b) pressao arterial diastélica e (c)
pressao arterial média durante o estudo, nos diferentes grupos de ingestao de calcio.

7.6 Avaliacao dos biomarcadores inflamatoérios e da fibrindlise

Os participantes tanto da DRC quanto da DPC apresentaram reducdes nas
concentracdes séricas dos biomarcadores inflamatérios (PCR-US e TNF-a) e do PAI-1
durante a realizagdo do estudo, porém sem alcancar significancia estatistica (Tabela 6).
Nao foram observadas diferengas significativas entre as 2 intervencoes dietéticas em

relacdo as modificacdes nesses biomarcadores (Tabela 6 e Figura 5).
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Tabela 6. Valores médios das concentracdes séricas dos biomarcadores inflamatérios e do
inibidor do ativador do plasminogénio-1 no inicio do estudo e ap6s 16 semanas, nos diferentes

grupos de ingestao de calcio.

Dieta rica em calcio Dieta pobre em calcio p*
(n=19) (n =20)
Semana Semana A Semana Semana A
0 16 0 16

PCR-US (mg/l)  2,58+0,20 2,53+0,25 -0,05+0,18 3,48+0,45 3,42+0,45  -0,06+0,41 0,76
TNF -a (pg/ml) 3,12+0,62  3,01+0,40 -0,10+0,77 4,09+0,82 3,43+0,68 -0,65+0,87 0,64
PAI-1(pg/dl) 106,35+8,2 101,4549,3 -4,90+6,78 101,85+14,6 89,20+9,36 -12,65%0,1 0,95

Os valores sao expressos como média + erro padrdo da média
A = semana 16 — semana 0, PCR-US = proteina C reativa ultra sensivel, TNF-a = fator de necrose tumoral-a, PAI-1

= inibidor do ativador do plasminogénio-1
* Valor p para dieta rica em calcio vs. dieta pobre em célcio
Os dados foram analisados utilizando o teste t

PCR-US TNF-a PAI-1

-1,78 -1,72

-4,61

12,42

% Modificacao
o

-24,07

H Dieta rica em calcio

O Dieta pobre em calcio

Figura 5. Modificagdes percentuais ao final do estudo nas concentragdes séricas da proteina C-
reativa ultra sensivel (PCR-US), do fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e do inibidor do ativador
do plasminogénio-1 (PAI-1), de acordo com a intervencao dietética.

7.7 Avaliacao da funcao endotelial

Apbs as 16 semanas de restricdo energética houve redugdao nas concentracoes

séricas das moléculas de adesdo celular (ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina) nas 2
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intervengdes dietéticas, alcancado significancia estatisca na DRC em relagdo a ICAM-1
e a E-selectina e na DPC em relacdo a ICAM-1 (Tabela 7). Houve uma tendéncia para
reducao significativa nas concentragdes séricas da VCAM-1 na DRC (p = 0,06) e da E-

selectina na DPC (p = 0,06).
As modificacdes seéricas nesses biomarcadores da funcdo endotelial foram

semelhantes nas 2 dietas (Tabela 7).

Tabela 7. Valores médios das concentragdes séricas dos biomarcadores da funcao endotelial
no inicio do estudo e apds 16 semanas, nos diferentes grupos de ingestao de calcio.

Dieta rica em calcio Dieta pobre em calcio p
(n=19) (n =20)
Semana Semana A Semana Semana A
0 16 0 16

ICAM-1 (pg/dl) 156,3+25,7 140,9+24,8 -15,4+59*  182,2+37,2 158,7+29,2 -23,6+10,0" 0,87
VCAM-1 (pg/dl) 899,2+63,3 783,7+55,3 -1154+57,3 982,0+87,4 930,2+93,4 -51,8%81,0 0,53
E-selectina (pg/dl)  32,2+3,1 29,0%3,0 -3,2+0,78* 32,732 30,3+3,3 -2,4+1,2 0,55

Os valores sao expressos como média + erro padrao da média

A = semana 16 — semana 0, ICAM-1 = molécula de adeséo intracelular-1, VCAM-1 = molécula de adeséao celular
vascular-1

* Valor p < 0,01 para diferencas entre o inicio e o final do estudo (semanas 0 vs. semana 16) em cada intervengao
dietética

** Valor p < 0,001 para diferengas entre o inicio e o final do estudo (semana 0 vs. semana 16) em cada intervengéo
dietética

*** Valor p para dieta rica em calcio vs. dieta pobre em célcio

Os dados foram analisados utilizando o teste t

ICAM-1 VCAM-1 E-selectina
0 T T T 1
o 51
ug
&
] '5’27
x -10 - -7,34
°
o
= -9,85 -9,94
® .15 -
-12,95 -12,83
-20 .

M Dieta rica em calcio
O Dieta pobre em calcio

Figura 6. Modificacdes percentuais ao final do estudo nas concentragbes séricas da molécula
de adeséo intracelular-1 (ICAM-1), da molécula de adeséao celular vascular-1 (VCAM-1) e da E-
selectina, de acordo com a intervencéao dietética.
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7.8 Avaliacao do metabolismo do calcio

As concentragdes séricas de calcio total e de calcio ionizado ndo apresentaram
modificacdes significativas, comparando-se os valores iniciais (semana 0) e finais
(semana 16) nas duas intervencgdes dietéticas (Tabela 8). A excrecao urinaria de célcio
também se manteve constante durante todo o estudo nos 2 grupos (Tabela 8). Os
niveis séricos do PTH e do calcitriol apresentaram redugdes significativas ao final das
16 semanas de acompanhamento apenas nos participantes da DRC, permanecendo
praticamente inalterados na DPC (Tabela 8). A reducao nos niveis séricos do PTH foi

significativamente maior na DRC em comparacao com a DPC (Tabela 8)

Tabela 8. Valores médios calcio sérico, calcio urinario, paratorménio e calcitriol no inicio do
estudo e apds 16 semanas, nos diferentes grupos de ingestao de célcio.

Dieta rica em calcio Dieta pobre em calcio p
(n=19) (n =20)
Semana Semana A Semana Semana A
0 16 0 16

Ca™S T (mg/dl) 9,341£0,09  9,50£0,10 0,16+0,13 9,46+0,1 9,40+0,09 -0,06%0,13 0,23
Ca™S | (mg/dl) 5,2510,04 5,29+0,06 0,04+0,08 5,41£0,05 5,36+0,06 -0,05+0,08 0,42
Ca™ U (mg/24h) 186,8+28,1 195,5+57,4 8,76+36,92 162,2+25,1 149,7+14,9 -12,5+24,7 0,99
Ca*™/Cr U 24h 0,13+0,02  0,16+0,02 -0,03+0,02 0,12+0,01 0,12+0,01 -0,00+0,01 0,25
PTH (pg/ml) 34,20+2,98 29,3+2,69  -4,90+1,27** 31,05+2,17 31,40+2,19  0,5+2,09 0,04
Calcitriol (pg/ml) 82,67+3,97 71,51+3,74 -11,245,06* 64,08+3,87 64,04+3,72 -0,03+4,86 0,12

Os valores sao expressos como média + erro padréo da média

A = semana 16 — semana 0, S = sérico, T = total, | = ionizado, U = urina, Cr = creatinina, PTH = paratorménio

* Valor p < 0,05 para diferengas entre o inicio e o final do estudo (semanas 0 vs. semana 16) em cada intervengao
dietética

** Valor p < 0,01 para diferengas entre o inicio e o final do estudo (semanas 0 vs. semana 16) em cada intervengédo
dietética

*** Valor p para dieta rica em calcio vs. dieta pobre em calcio

Os dados foram analisados utilizando o teste t
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7.9 Avaliacao da excrecao urinaria de uréia e sodio

Ao final do estudo (semana 16) a excrecao urinaria de uréia foi semelhante na
DRC e na DPC (22,07+1,94 vs. 21,47+1,15 g/dia, p=0,78). Da mesma forma, a
excrecdo urinaria de sédio na semana 16 foi semelhante na DRC e na DPC
(198,24+18,19 vs. 233,81+£17,98 mEqg/dia, p=0,13).

7.10 Associacoes entre as modificacoes nos parametros antropométricos e as
variacoes no perfil metabdlico, na pressao arterial e nos biomarcadores
inflamatérios e da funcao endotelial

As modificacbes em diferentes parametros de adiposidade global e de
adiposidade abdominal durante a realizacdo do estudo apresentaram associacdes
significativas com as alteragcdes em diferentes variaveis metabdlicas, valores de PA e
biomarcadores inflamatérios. Estas analises foram realizadas considerando-se todos
os participantes do estudo (n=39) (Tabela 9).

A correlacédo entre as modificagdes nas concentracoes séricas da E-selectina e
as variagdes no IMC apresentou uma tendéncia para ser significativa (p = 0,05), da
mesma forma que a correlagdo entre as modificacdes neste biomarcador e as variacdes
na CC (p = 0,08).
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Tabela 9. Correlagdes entre as modificagbes nas variaveis antropométricas e as variagdes nos
niveis de pressao arterial e parametros metabdlicos ao final do estudo (semana 16 — semana 0)
(n=39)

AIMC A Gordura A Circunferéncia A Relacao A Indice de
(Kg/m2) corporal (%) cintura (cm) cintura quadril  conicidade
r P r p r P r p r P
A Glicose (mg/dl) 0,25 0,12 0,23 0,16 0,38 0,02 0,22 0,20 0,35 0,03
A Insulina (uU/ml) 0,59 <0,001 0,56 <0,001 0,41 0,01 0,12 0,49 0,15 0,38
A HOMA-IR 0,61 <0,001 0,58 <0,001 0,46 0,003 0,16 0,36 0,21 0,20
A C total (mg/dl) 0,21 0,20 0,19 0,24 0,28 0,09 0,16 0,34 0,22 0,18
A TG (mg/dl) 0,35 0,03 0,32 0,05 0,51 0,001 0,35 0,04 0,46 0,004
A HDL-C (mg/dl) 0,27 0,10 0,28 0,09 0,29 0,08 0,14 0,40 0,20 0,21
A LDL-C (mg/dl) 0,06 0,73 0,04 0,79 0,10 0,56 0,10 0,58 0,09 0,58
A Leptina (ng/ml) 0,67 <0,001 0,71 <0,001 0,54 <0,001 0,20 0,24 0,36 0,02
A PA sistélica (mmHg) 0,43 0,007 0,41 0,01 0,31 0,05 0,15 0,39 0,12 0,49
A PA diastélica(mmHg) 0,38 0,02 0,28 0,09 0,49 0,002 0,23 0,20 0,43 0,008
A PCR-US (mg/l) 0,19 0,31 0,18 0,34 0,35 0,04 0,26 0,17 0,33 0,06
A TNF-a (pg/ml) -0,01 096 -0,05 0,79 0,01 0,99 0,14 0,45 0,02 0,89
A PAI-1 (pg/dl) 0,01 0,96 0,07 0,71 -0,12 0,52 -0,23 0,29 -0,26 0,17
A ICAM-1 (pg/dl) 0,18 0,30 0,08 0,66 0,10 0,58 0,10 0,58 0,02 0,90
A VCAM-1 (pg/dl) 0,01 0,94 0,05 0,77 -0,05 0,80 -0,10 0,59 -0,11 0,55
A E-selectina (pg/dl) 0,31 0,05 0,29 0,08 0,17 0,33 0,11 0,52 -0,02 0,99

A = Variagdo (semana 16 — semana 0), IMC = indice de massa corporal, C = colesterol TG = triglicerideos, HDL =
lipoproteina de alta densidade, LDL = lipoproteina de baixa densidade, PA = pressao arterial, PCR-US = proteina C-
reativa ultra sensivel, TNF-a = fator de necrose tumoral-a, PAI-1 = inibidor do ativador do plasminogénio 1, ICAM-1=
molécula de adeséo intracelular-1, VCAM-1 = molécula de adesao celular vascular-1

7.11 Associacoes entre as modificacoes nos biomarcadores inflamatérios e as
variagoes nas variaveis metabdlicas e na pressao arterial

Na tabela 10 encontram-se os resultados das anélises de correlagdo entre as
modificagdes durante o estudo (semana 16 — semana 0) nos biomarcadores
inflamatérios e as variagbes no perfil metabdlico e na PA. As modificagdes nas
concentragdes séricas da PCR-US se associaram de forma positiva e significativa com
as alteragdes nos valores séricos de insulina e no HOMA-IR (Tabela 10).
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Tabela 10. Correlacdes entre as modificacées nos biomarcadores inflamatérios e as variagées
no perfil metabdlico e na pressao arterial ao final do estudo (semana 16 —semana 0) (n=39).

A PCR-US A TNF-a
(mg/l) (pg/ml)
r p r p

A Glicose (mg/dl) 0,06 0,76 -0,28 0,12
A Insulina (uU/ml) 0,38 0,03 0,32 0,07
A HOMA-IR 0,36 0,04 0,26 0,16
A C total (mg/dl) 0,24 0,22 -0,01 0,98
A TG (mg/dl) 0,20 0,32 -0,07 0,73
A HDL-C (mg/dl) 0,25 0,18 0,02 0,91
A LDL-C (mg/dl) 0,15 0,44 0,01 0,96
A Leptina (ng/ml) -0,07 0,70 0,07 0,70
A PA sistélica (mmHg) -0,12 0,52 -0,07 0,71
A PA diastdlica (mmHgQ) 0,34 0,05 -0,13 0,50
A PA média (mmHg) -0,19 0,31 0,12 0,52
A PAI-1 (pg/dl) -0,13 0,50 -0,15 0,45

A = Variagdo (semana 16 — semana 0), PCR-US = proteina C-reativa ultra sensivel, TNF-a = fator de necrose
tumoral-a, C = colesterol, TG = triglicerideos, HDL = lipoproteina de alta densidade, LDL = lipoproteina de baixa
densidade, PA = presséo arterial, PAI-1 = inibidor do ativador do plasminogénio 1.

7.12 Associacoes entre os biomarcadores da funcao endotelial e as variaveis
antropométricas, o perfil metabdlico, os biomarcadores inflamatérios e a pressao
arterial

No inicio do estudo (semana 0) foram observadas associacdes positivas e
significativas entre: 1) as concentracdes séricas da ICAM-1 e os valores da CC, 2) os
niveis séricos da VCAM-1 e a glicemia e os valores do PAI-1, 3) as concentracbes
séricas da E-selectina e a glicemia e as concentracdes séricas de PAI-1 (Tabela 11).
Estas andlises foram realizadas considerando-se todos os participantes do estudo
(n=39).

As andlises de correlacédo entre as modificagdes nas concentracbes séricas das
moléculas de adesao celular (semana 16 — semana 0) e as variacbes em algumas
variaveis metabolicas, PA e biomarcadores inflamatérios encontram-se na Tabela 12.
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As modificacbes na VCAM-1 apresentaram associacdo positiva e significativa com as
variagdes nos valores séricos do PAI-1 e houve uma tendéncia para alcancar a
significancia estatistica com as variacdées na insulina (p = 0,05) e no HOMA-IR (p =
0,06) (Tabela 12).

Tabela 11. Correlagbes entre os biomarcadores da fungdo endotelial e os parémetros
antropomeétricos, o perfil metabdlico, a pressdo arterial e os biomarcadores inflamatérios no
inicio do estudo (semana 0) (n=39).

ICAM-1 VCAM-1 E-selectina
(pg/di) (pg/di) (pg/di)
r P r P r P

IMC (Kg/m®) 0,21 0,22 0,19 0,29 0,26 0,12
CC (cm) 0,39 0,02 0,12 0,50 0,18 0,29
Glicose (mg/dl) 0,15 0,40 0,43 0,01 0,40 0,01
Insulina (uU/ml) 0,26 0,13 -0,12 0,52 0,13 0,44
HOMA-IR 0,28 0,12 -0,02 0,93 0,22 0,21
C total (mg/dl) -0,06 0,71 0,20 0,26 0,16 0,35
TG (mg/dl) 0,12 0,52 -0,05 0,76 0,12 0,48
HDL-C (mg/dl) -0,04 0,82 0,15 0,40 0,10 0,55
LDL-C (mg/dl) -0,15 0,40 0,24 0,18 0,09 0,60
Leptina (ng/ml) 0,10 0,56 0,03 0,87 0,07 0,66
PA sistélica (mmHg) 0,07 0,67 0,09 0,62 0,29 0,08
PA diastélica (mmHg) 0,06 0,73 -0,02 0,92 0,06 0,70
PA média (mmHg) 0,07 0,69 0,02 0,90 0,15 0,37
PCR-US (mg/l) 0,16 0,43 0,12 0,58 -0,01 0,97
TNF-a (pg/ml) 0,26 0,14 -0,17 0,53 -0,01 0,95
PAI-1 (pg/dl) 0,20 0,29 0,37 0,04 0,43 0,02

IMC = indice de massa corporal, CC = circunferéncia da cintura, C = colesterol, TG = triglicerideos, HDL =
lipoproteina de alta densidade, LDL = lipoproteina de baixa densidade, PA = pressao arterial, PCR = Proteina C-
reativa, PAI-1 = Inibidor do ativador do plasminogénio 1, ICAM = molécula de adeséo intracelular-1, VCAM-1 =
molécula de adesao celular vascular-1
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Tabela 12. Correlacdes entre as modificagcbes nos biomarcadores da funcado endotelial e as
variagdes no perfil metabdlico, na pressao arterial e nos biomarcadores inflamatérios ao final do
estudo (semana 16 — semana 0) (n=39).

A ICAM-1 A VCAM-1 A E-selectina
(pgrdl) (pgrdl) (pg/dl)
r P r P r ¢]
A Glicose (mg/dl) -0,16 0,35 0,05 0,78 -0,04 0,81
A Insulina (uU/ml) 0,02 0,90 0,35 0,05 0,24 0,16
A HOMA-IR -0,02 0,93 0,34 0,06 0,20 0,23
A C total (mg/dl) 0,19 0,28 -0,12 0,54 0,06 0,74
A TG (mg/dl) -0,26 0,35 -0,04 0,84 0,14 0,43
A HDL-C (mg/dl) 0,26 0,13 0,15 0,42 0,18 0,28
A LDL-C (mg/dl) 0,26 0,15 -0,23 0,23 -0,04 0,80
A Leptina (ng/ml) -0,01 0,92 0,24 0,28 0,24 0,15
APA sistélica (mmHg) -0,18 0,32 0,02 0,50 -0,06 0,72
APA diastélica (mmHg) 0,03 0,85 -0,07 0,70 0,10 0,56
APA média (mmHg) 0,05 0,76 0,04 0,84 -0,04 0,80
A PCR-US (mg/l) 0,10 0,61 0,19 0,31 0,19 0,33
A TNF-a (pg/ml) -0,11 0,54 -0,11 0,58 0,16 0,36
A PAI-1 (pg/dl) -0,12 0,53 0,40 0,04 -0,06 0,74

A = Variagdo (semana 16 — semana 0), C = colesterol, TG = triglicerideos, HDL = lipoproteina de alta densidade, LDL
= lipoproteina de baixa densidade, PA = pressao arterial, PCR-US = proteina C-reativa ultra sensivel, TNF-a = fator
de necrose tumoral-a, PAI-1 = inibidor do ativador do plasminogénio 1, ICAM = molécula de adeséo intracelular-1,
VCAM-1 = molécula de adeséo celular vascular-1
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8 DISCUSSAO

Os principais achados deste estudo foram: 1) a restricao energética utilizada nos
dois grupos de investigacao foi capaz de reduzir significativamente em cada grupo as
variaveis antropomeétricas e relacionadas ao metabolismo glicidico, lipidico (com
excecao do HDL-colesterol) e leptina, além da PA e biomarcadores da funcao
endotelial. 2) a DRC em comparacdo com a DPC causou reducao significativamente
maior na CC, RCQ, indice de conicidade, niveis séricos de PTH, PA diastdlica e PA
média.

As taxas de abandono em estudos nos quais sdo utilizadas intervencdes
dietéticas para induzir perda ponderal sdo elevadas, podendo atingir 40% a 50% dos
pacientes, em estudos com duracdo de 12 meses (Foster et al., 2003; Dansinger et al.,
2005). No presente estudo, 78% dos participantes completaram a intervengcéo de 16
semanas. Estudos utilizando metodologia similar, com suplementacdo de calcio
associada a déficit energético, obtiveram resultados semelhantes, com cerca de 80%
dos participantes completando o estudo (Harvey-Berino et al.,, 2005; Thompson et al.,
2005; Zemel et al., 2004a).

8.1 Avaliacao antropométrica

Adiposidade global

Os ensaios clinicos randomizados desenhados com o objetivo de avaliar os
efeitos da suplementacao de calcio dietético sobre a perda ponderal, durante restricao
energética em obesos, apresentam resultados controversos. Esta inconsisténcia nos
resultados pode ser devida a dois fatores principais, o primeiro deles é o pequeno
namero de artigos publicados até o presente momento e o segundo é a grande
variabilidade nos desenhos de estudo. Existem estudos mostrando que os individuos



90

com suplementacdo de calcio dietético apresentam perda ponderal significativamente
maior em comparacao com os individuos com baixa ingestao de calcio (Zemel et al.,
2004a; Zemel et al., 2005a). Enquanto outros ndo mostram efeitos benéficos da
suplementacao de calcio sobre a perda ponderal (Harvey-Berino et al., 2005; Thompson
et al., 2005; Wagner et al., 2007).

A metodologia do presente estudo foi semelhante a dos 5 estudos citados no
paragrafo anterior, ou seja, suplementacdo de calcio dietético associada a restricao
energética em individuos obesos. Os nossos resultados sdo similares aos de Harvey-
Berino e colaboradores (2005) e Thompson e colaboradores (2005) que encontraram
maior reducdo do peso corporal nos participantes da dieta rica em calcio dietético,
porém sem significancia estatistica.

No estudo de Thompson e colaboradores (2005) e de Harvey-Berino e
colaboradores (2005) a perda ponderal alcancada apdés 12 meses (48 semanas) de
intervencdo com déficit energético de 500 Kcal/dia foi em média de -11,8 e -10,8kg
respectivamente no grupo de pacientes com suplementacgao de laticinios e de -10,0 e -
9,6kg respectivamente nos pacientes sem suplementacdo. A magnitude da perda
ponderal foi maior nesses dois estudos, do que no nosso, onde observamos uma perda
ponderal de -5,07 kg na DRC e -3,84 kg na DPC. Este fato pode ser explicado pelo
maior tempo de duracéo (48 vs 16 semanas) e pela associacdo da restricado calérica
com aumento na atividade fisica utilizada nos estudos de Thompson e colaboradores
(2005) e Harvey-Berino e colaboradores (2005).

A reducao no peso corporal observada nos nossos 2 grupos de tratamento esta
de acordo com a faixa de perda ponderal que normalmente € alcancada com
intervencdes dietéticas. Em uma revisao realizada por Franz e colaboradores (2007)
sobre estudos desenhados para promover perda ponderal através de modificacées no
estilo de vida, foi observada reducao média de 5,0 a 8,5 kg no peso corporal em 6
meses.

A diferenga na perda ponderal entre a DRC e a DPC alcangada no presente
estudo (-1,23kg, durante um acompanhamento de 16 semanas) esta de acordo com as
projecoes feitas por Boon e colaboradores (2005) e Gunther e colaboradores (2005b)
que avaliaram os efeitos da ingestdo de calcio dietético sobre a oxidacao lipidica e
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projetaram uma diferenca de -3,0 e -4,7 Kg respectivamente no peso corporal durante o
periodo de 1 ano.

As modificagcbes na gordura corporal seguiram um padrdo semelhante ao do
peso corporal, ou seja, apds as 16 semanas de intervencdo, observou-se reducao
significativa neste parametro nas duas intervencdes dietéticas, porém sem alcancar
diferenga significativa entre as mesmas, sendo de -4,29 kg na DRC e -3,28 kg na DPC
(p=0,22). Nos estudos de Thompson e colaboradores. (2005) e Harvey-Berino e
colaboradores (2005), também n&o foram observadas diferengas significativas entre os
grupos de estudo em relacdo a reducdo da gordura corporal. Thompson e
colaboradores (2005) encontraram reducées na gordura corporal do grupo com
suplementacao de laticinios em média de -9,0 vs. -7,5 kg no grupo sem suplementacao
de laticinios, durante os 12 meses de acompanhamento.

Adiposidade abdominal

Todos os parametros utilizados para avaliar a adiposidade abdominal neste
estudo, apresentaram reducdo significativa nos 2 grupos intervencdes dietéticas,
havendo diminuicdo significativamente maior na DRC em comparagdo com a DPC.
Este achado estd de acordo com alguns ensaios clinicos randomizados que apontam
para uma reducdo significativamente maior na obesidade abdominal com o uso da
suplementacao de laticinios associada a restricado energética, ou até mesmo associada
a dieta normocalérica, sugerindo uma redistribuicdo da gordura corporal (Zemel et al.,
2004a; Zemel et al., 2004b; Zemel et al., 2005a; Zemel et al., 2005b).

Zemel e colaboradores (2005a), publicaram um artigo relatando dois estudos
randomizados realizados com suplementacado de célcio proveniente de laticinios (500
vs. 1200 mg/dia) em adultos obesos afro-americanos, um com dieta normocalérica e o
outro com restricdo energética. O primeiro estudo avaliou 34 individuos obesos
recebendo dieta sem restricdo energética por 24 semanas. O peso corporal se
manteve constante nos dois grupos durante todo o estudo. Entretanto, o grupo com
dieta rica em laticinios apresentou reducao significativa da CC (-3,9 cm, p<0,01) em
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comparacao com os valores no inicio do estudo. O grupo com dieta pobre em laticinios
nao apresentou modificagcdes significativas nesta variavel durante o periodo do estudo.

No segundo estudo relatado por Zemel e colaboradores (2005a), realizado com
restricdo energética (-500 Kcal/dia), 29 individuos foram randomizados para receber
dieta pobre ou rica em laticinios. Os participantes consumindo a dieta rica em laticinios
apresentaram reducao significativamente maior na CC (-5,4 vs. -1,7 cm; p<0,05).

Wennersberg e colaboradores (2009) realizaram um estudo envolvendo 121
adultos, apresentando sobrepeso e caracteristicas da sindrome metabdlica que foram
randomizados em um grupo com elevada ingestao de laticinios (3 — 5 por¢des/dia) e um
grupo controle. Todos os participantes foram acompanhados durante 6 meses e néo
receberam orientacdées para modificar a ingestdo energética. Dentre os participantes
que apresentavam baixa ingestao de calcio no inicio do estudo (<700mg/dia), aqueles
alocados no grupo com elevada ingestdo de laticinios apresentaram reducao
significativamente maior na CC e no diametro sagital abdominal em comparacdo com o
grupo controle. Esse efeito dos laticinios sobre a obesidade abdominal exclusivamente
nos participantes com baixa ingestdo habitual de calcio reforca um fato que ja foi
abordado na introducao, que € a possibilidade da existéncia de um limiar em relacédo a
ingestao habitual de célcio para que a suplementagdo deste mineral possa ter efeitos
sobre a composicao corporal.

Apesar dos dados do presente estudo e de outros estudos (Zemel et al., 2004a;
Zemel et al., 2005a; Zemel et al., 2005b; Wennersberg et al., 2009) ndo distinguirem
entre tecido adiposo abdominal visceral ou subcutaneo, a maior reducéo na obesidade
abdominal é altamente sugestiva de uma mobilizagdo aumentada de gordura visceral,
portanto a suplementacao de calcio parece auxiliar na reducao da adiposidade visceral.

Os mecanismos pelos quais o calcio dietético pode auxiliar na reducao da
obesidade abdominal ainda nao estdo claros, porém alguns estudos descrevendo o
papel da producao autdcrina de cortisol pelo tecido adiposo fornecem uma explicacao
plausivel (Zemel et al., 2004a). O tecido adiposo humano expressa a enzima 11 B-
Hidroxiesteréide desidrogenase-1 (11p-HSD-1), que catalisa a conversdo da cortisona
em cortisol. Individuos obesos apresentam concentragcdes aumentadas do RNAm da

11B3-HSD-1 no tecido adiposo tanto subcutaneo quanto visceral (Desbriere et al., 2006),
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sugerindo que o metabolismo local de glicocorticdides no tecido adiposo de obesos €
desviado para a formacao de cortisol. Estudos com animais (Masuzaki et al., 2001) e
humanos (Engeli et al.,, 2004) indicam que a expressao aumentada do gene da 11pB-
HSD-1 no tecido adiposo esta associada com caracteristicas da sindrome metabdlica
incluindo o aumento na CC e a resisténcia a insulina.

Ja foi demonstrado que o calcitriol estimula a expressdo da 11p-HSD-1 e a
producéo de cortisol em adipdcitos humanos (Zemel & Sobhani, 2003; Morris & Zemel,
2005). Como dietas ricas em calcio suprimem os niveis de calcitriol, foi proposto que a
reducdo na obesidade central em dietas ricas em laticinios pode ser atribuida, em parte,
a supressao dos niveis de calcitriol e a conseqiente redug¢do na produgédo de cortisol
pelos adipdcitos (Zemel et al., 2005a).

8.2 Metabolismo glicidico, lipidico e leptina

Metabolismo glicidico

As variaveis relacionadas ao metabolismo glicidico avaliadas neste estudo
apresentaram diminuicao significativa nos 2 grupos. As reduc¢des foram discretamente
maiores na DRC em comparacao com a DPC em relacdo a glicemia de jejum (-5,21 vs -
3,16%), insulinemia (-15,97 vs -10,07%) e HOMA (-20,37 vs -12,34%), porém sem
alcancar diferencas significativas entre os 2 grupos.

Apesar de estudos epidemiolégicos e realizados com calcio suplementar terem
observado associacido negativa entre ingestao de calcio e niveis de glicose, insulina ou
resisténcia a insulina (Sanchez et al.,, 1997; Choi et al., 2005; Ma et al., 2006; Pittas et
al., 2006; Pittas et al., 2007b; Pikilidou et al., 2009; Villegas et al., 2009), os achados da
presente intervencdo sdo semelhantes aos observados em estudos com
suplementacdo de calcio dietético durante restricao energética (Zemel et al., 2004a;
Bowen et al., 2005; Thompson et al., 2005).
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Conforme esperado, ao analisarmos os dados de todos os participantes do
nosso estudo encontramos associacdo positiva e significativa entre a reducado no
HOMA-IR e a modificacdo em diferentes variaveis antropométricas: IMC (r=0,61 e
p<0,001), % gordura corporal (r=0,61 e p<0,001) e CC (r=0,46 e p=0,003). Existem
numerosas evidéncias de que a perda ponderal é capaz de reduzir a resisténcia a
insulina (ADA, 2007; Klein et al., 2004).

Metabolismo lipidico

No presente estudo ndao foram observadas diferencas significativas entre os 2
grupos em relagdao as modificagées no perfil lipidico. Um fator que pode ter contribuido
para tal achado é que os 2 grupos de participantes foram orientados a ingerir uma dieta
com aproximadamente 28% de lipidios, ou seja uma dieta normolipidica associada a
restricdo de alimentos com elevado teor de colesterol. Como o principal mecanismo de
acao proposto para o calcio sobre o perfil lipidico é através da redug¢ao na absor¢ao de
acidos graxos e colesterol (Ditscheid et al., 2005; Reid, 2004), provavelmente seus
efeitos sejam intensificados em associacdo a dietas com maior teor de lipidios e
colesterol e suprimidos em associacao a dietas com teor adequado de lipidios como a
do presente estudo.

Os estudos nos quais se associou a suplementacdo de calcio dietético com
restricdo energética na vigéncia de dieta normolipidica, também nao mostraram
diferencas significativas entre os grupos com elevada ou reduzida ingestao de laticinios
(Zemel et al., 2004a; Thompson et al., 2005; Bowen et al., 2005).

Leptina

A leptina € um horménio peptidico, codificado pelo gene ob, cuja principal fonte
sao os adipdcitos e seus niveis circulantes se correlacionam diretamente com a massa
de tecido adiposo (Fantuzzi, 2005; Ruhl et al., 2007). O controle do balanco energético
€ o papel principal da leptina, enviando informacdes para o cérebro sobre a deplecao
ou acumulo de tecido adiposo. A leptina atravessa a barreira hemato-encefalica onde
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além de suprimir o apetite aumenta o gasto energético (Enriori et al., 2006; Wisse,
2004). A leptina suprime a ingestéao alimentar por inibir o neuropeptideo Y, aumentar
o horménio estimulante do melanécito (MSH), e reduzir o peptideo relacionado ao
agouti, um antagonista do MSH no recptor MC4 (Stenvinkel et al., 1999).

Os pacientes com obesidade apresentam niveis elevados de leptina, pois seus
niveis séricos se correlacionam diretamente com a adiposidade global do individuo.
Entretanto, esta hiperleptinemia ndo reduz o apetite e/ou aumenta o gasto energético,
porque individuos com excesso de peso corporal sdo resistentes aos efeitos
hipotalamicos deste horménio (Banks & Farrell, 2003; Enriori et al., 2006; Wisse, 2004).
Os mecanismos moleculares para esta resisténcia a leptina sdo alvo de muitas
pesquisas e devem ser heterogéneos (Tups, 2009). Por outro lado, a perda ponderal
estd associada a uma redugcdo nos niveis séricos de leptina (Wadden et al., 1998;
Thongo et al., 2000).

Os resultados do presente estudo estdo de acordo com as evidéncias
disponiveis na literatura, mostrando reducao significativa nos niveis de leptina apés a
perda ponderal nos 2 grupos de estudo. Houve reducdo média no peso corporal de -
5,4% e nos niveis de leptina de -17,6%. Outros estudos com restricdo energética
encontraram associacbes semelhantes entre perda ponderal e redugdo dos niveis de
leptina: Monzillo e colaboradores (2003) observaram perda ponderal de -7% e redugao
na leptina de -14%, enquanto Xenachis e colaboradores (2001) obtiveram -7% de perda
ponderal com queda na leptina de -22%. Foi observada forte correlagéo positiva entre
a reducao da leptina e as modificagdes nos parametros de adiposidade global: IMC (r =
0,67 e p < 0,001) e na gordura corporal (r = 0,71 e p < 0,01), durante a realizacao do
estudo nos 2 grupos de tratamento.

A reducao nos niveis de leptina nao diferiu significativamente entre a DRC e a
DPC, no presente estudo. Este fato provavelmente reflete a auséncia de diferenca em
relagdo a perda ponderal entre os grupos. Em um estudo que avaliou os efeitos da
suplementacao de calcio dietético sobre os niveis de leptina durante restricao calorica,
a suplementagao de célcio também nao potencializou a redugdo nos niveis séricos de

leptina (Thompson et al., 2005).
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8.3 Pressao arterial

A restricao energética utilizada no presente estudo levou a reducéo significativa
dos niveis de PA nos 2 grupos. Foram observadas diferengas significativas entre a
DRC e a DPC em relagao a reducao na PA diastélica e na PA média. Fato semelhante
foi observado em diferentes ensaios clinicos randomizados com suplementagdo de
célcio (e/ou laticinios) incluidos nas meta-analises realizadas por van Mierlo e
colaboradores (2006) e Griffith e colaboradores (1999).

Os resultados do presente trabalho também estdo de acordo com o estudo
DASH (Dietary Approaches to Stop Hypertension), publicado em 1997, no qual a adi¢ao
de = 3 porcdes de laticinios (principalmente leite desnatado) dobrou a redugdo na PA
observada com a dieta rica em frutas e hortalicas (Appel et al., 1997).

Apesar do efeito do calcio sobre a PA ser pequeno, isto ndo descarta um efeito
importante sobre as doencas cardiovasculares, pois uma intervengcdo a nivel
populacional que reduza os niveis médios de PA sistolica em 2 mmHg pode resultar na
diminuicdo da mortalidade por acidente vascular encefdlico em 6% e por doencas
coronarianas em 4% (Whelton et al., 2002). A ingestdo adequada de célcio, dentro da
faixa recomendada por idade e sexo para adultos saudaveis (1000 — 1200 mg/dia)
(Institute of Medicine, 1997) pode ser util tanto no tratamento quanto na prevencao da
HAS (McCarron & Reusser, 1999). N&o existem evidéncias de beneficios adicionais
com ingestdes mais elevadas (McCarron & Reusser, 1999).

8.4 Biomarcadores inflamatorios

Proteina C-reativa ultra sensivel

A PCR é uma proteina de resposta inflamatoria inespecifica que se eleva varias

centenas de vezes em resposta a infeccdo e é considerada um bom marcador de
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inflamacdo. Esta proteina geralmente € encontrada em baixas concentragées no
plasma, com 80% dos individuos apresentando PCR < 3 mg/l (Pepys, 1996, apud
Heilbronn et al., 2001). Ela é sintetizada no figado em resposta a IL-6 e ao TNF-a
(Clearfield, 2005). Os testes “padroes” de PCR determinam concentragées aumentadas
em até 1000 vezes em resposta a infeccdo ou destruicdo tecidual, porém nao
conseguem avaliar de forma adequada a faixa da normalidade. O teste de PCR-US
detecta valores dentro da faixa da normalidade (Corrado et al., 2009)

Existem evidéncias de que a PCR-US é tanto um marcador de baixo grau de
inflamacao quanto desempenha um papel ativo na aterosclerose (Jialal et al., 2004),
sendo preditora independente de eventos cardiovasculares (Pai et al., 2004; Ridker et
al., 2000a; Ridker et al., 1997; Blake & Ridker, 2001). In vitro, a PCR-US ja demonstrou
ativar uma série de processos envolvidos em reacdes inflamatérias. Em células
endoteliais humanas, a PCR induz a expressdao das moléculas de adesdo ICAM-1,
VCAM-1 e E-selectina, assim como da MCP-1. Em mondcitos humano, a PCR-US
estimula a producéao de fator tecidual, um ativador do sistema de coagulacado (Corrado
et al., 2009)

Conforme abordado na introducdo, estudos transversais demonstraram que a
PCR apresenta associacdo positiva e significativa com medidas de adiposidade, tais
como IMC, CC e RCQ (Mora et al., 2006; Visser et al., 1999; Heilbroon et al., 2001;
Tchernof et al., 2002) e modificagdo do estilo de vida capazes de induzir perda ponderal
estdo associadas com reducéao significativa dos niveis séricos da PCR-US (Heilbronn et
al., 2001; Selvin et al., 2007; Tchernof et al., 2002; Plat et al., 2007; Clifton et al., 2005;
Esposito et al., 2003). Em uma revisao publicada recentemente (Selvin et al., 2007), os
estudos com perda ponderal através de modificacbes no estilo de vida alcangaram,
durante um periodo de 7,5 meses, perda ponderal média de -6,2kg e uma reducao na
PCR-US de -2,3mg/l. Heilbronn e colaboradores (2001) acompanharam 83 mulheres
obesas com IMC variando entre 28,2 e 43,8kg/m? que foram submetidas a restricdo
calérica durante 12 semanas. A perda ponderal foi de -7,9 kg, havendo reducao
significativa da PCR-US em -26%. Nos 2 estudos citados anteriormente, a redugédo na

PCR-US foi proporcional a redugcéo no peso corporal.
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No presente estudo, ndo foram observadas reducdes significativas nas
concentragdes séricas da PCR-US nos participantes das 2 intervengdes dietéticas. A
média da perda ponderal alcangada nos 2 grupos de pacientes foi de -4,45kg (ou -
5,42% do peso corporal inicial) e a reducdo na PCR foi de -0,06 mg/l (ou -2,0%). As
possiveis explicacbes para a divergéncia entre 0s nossos resultados e a literatura
incluem: 1) os nossos participantes apresentavam valores iniciais mais baixos de IMC
(32,1 kg/m?) e de PCR-US (3,3 mg/l) do que os de outros estudos. Por exemplo, no
estudo de Heilbronn e colaboradores (2001), os valores iniciais de IMC eram de
33,8Kg/m? e da PCR-US de 5,6mg/l. Estes niveis iniciais mais baixos de PCR podem
ter reduzido o efeito da perda ponderal sobre a PCR-US em nosso estudo. 2) A
magnitude da perda ponderal alcancada pelos nossos pacientes foi menor do que a
observada em outros estudos, podendo ndo ser suficiente para induzir reducao
significativa na PCR-US. Madsen e colaboradores (2008) observaram que a reducao
significativa das concentracées de PCR-US sb6 consegue ser alcancada a longo prazo
(3 anos), com perda ponderal maior do que 10%, demonstrando a importancia da
magnitude da perda ponderal para se alcancar redugdo expressiva na PCR-US.
Bastard e colaboradores (2000) também ndo encontraram reducdes significativas nas
concentragdes séricas de PCR-US e de TNF-a com a perda ponderal média de -3 kg de
massa gorda induzida por restricao energética, durante um periodo de 3 meses.

Ao analisarmos todos os particpantes do estudo juntos, também nao foi
observada associagao significativa entre as modificacées no IMC e as alteracdes na
PCR-US durante o estudo (r = 0,19 e p = 0,31). Este fato também esta em desacordo
com os dados disponiveis na literatura. Entretanto, observou-se correlacdo positiva e
significativa entre as modificacdes nas concentracdes séricas da PCR-US ao longo do
estudo e a reducao na CC (r = 0,35 e p = 0,04). Este achado esta de acordo com
estudos que observaram associacao entre acumulo de tecido adiposo visceral e/ou
abdominal e concentragdes plasmaticas de PCR-US (Lemieux et al., 2001; Despres &
Lemieux, 2006; Visser et al, 1999). Até o presente momento, ainda nao foi
estabelecido se os niveis séricos de PCR-US apresentam maior associagdo com a
adiposidade abdominal do que com a total, pois existem estudos que observaram
justamente o oposto (Tchernof et al., 2002).
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Ao compararmos a reducdo na PCR-US entre as duas intervengdes dietéticas,
observamos que a DRC néo induziu reducao significativamente maior nos niveis séricos
de PCR, em comparacdo com a DPC. A grande maioria dos estudos avaliando os
efeitos do calcio (e/ou laticinios) sobre os biomarcadores inflamatérios foi realizada com
animais ou in vitro. O reduzido nimero de estudos realizados com seres humanos
apresenta resultados divergentes. No estudo realizado por Zemel & Sun (2008a) (ja
descrito na introdugado), os individuos recebendo dieta rica em laticinios, tanto
normocaldrica quanto hipocalérica, apresentaram reducao significativa de -11% e -29%
na PCR-US, respectivamente, enquanto os participantes que receberam dieta probre
em laticinios ndo apresentaram modificacdes significativas na PCR-US. Por outro lado,
Pittas e colaboradores (2007b) nao observaram diferengas significativas nos niveis
séricos de PCR-US e IL-6 entre os participantes que receberam e 0s que néao

receberam a suplementacéo diaria de citrato de calcio + vitamina D3 durante 3 anos.

Fator de necrose tumoral- a

No presente estudo, observamos tanto na DRC quanto na DPC reducédo nas
concentragdes séricas do TNF-a apds as 16 semanas de restricdo energética, porém
sem alcancar significancia estatistica. No nosso grupo total de pacientes (n=39), a
perda ponderal alcancada foi de -4,45kg (ou -5,42% do peso corporal inicial) e a
reducao no TNF-a foi de -0,36 pg/ml (ou -10,1%) (p = 0,53) . Este fato ndo esta de
acordo com alguns estudos que observaram reducao significativa nos niveis séricos de
TNF-a apdés perda ponderal (Kern et al., 1995; Ziccardi et al., 2002; Zahorska-
Markiewicz et al., 2000). Uma possivel explicacao para tal fato € que a magnitude da
perda ponderal observada no presente estudo foi menor do que nos estudos onde se
encontrou reducdo significativa nas concentracoes séricas do TNF-a. No estudo
realizado por Kern e colaboradores (1995) 11 individuos obesos perderam em média -
34,7 kg (ou -26% do peso corporal inicial) e apresentaram redugédo de -46% no TNF-a
(p<0,002). Ziccardi e colaboradores (2002) observaram que apdés 1 ano de programa
multidisciplinar para perda ponderal (dieta, exercicio e terapia comportamental),
mulheres obesas perderam = 10% do peso corporal inicial e apresentaram reducdes
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significativas nas concentracoes séricas de TNF-a, passando de 5,8 pg/ml para 4,0
pg/ml, ou seja, uma reducéo de -31%.

Conforme abordado anteriormente, o TNF-a € uma citocina pré-inflamatéria e
esta envolvido na formacao da placa de ateroma (Kleemann et al., 2008; Popa et al.,
2007), estando associado com disfungdo endotelial e aumento no risco de eventos
cardiovasculares (Tedgui & Mallat, 2006; Skoog et al., 2002; Ridker et al., 2000b). Ele é
produzido por macrofagos e células espumosas (entre outros tipos celulares), e nao
apenas inicia como também propaga a lesdo aterosclerética, por promover infiltracao
celular na placa, estimular a produgéo de outras citocinas que aumentam a instabilidade
da placa e favorecer a formacao do trombo (Libby, 2006). O TNF-a ativa o NF-kB, que
acelara a aterogénese, em parte por induzir a expressao de moléculas de adeséao, além
de reduzir a biodisponibilidade do NO nas células endoteliais e promover apoptose
destas células (Lau et al., 2005, Ouchi et al., 1999; Bhagar & Vallence, 1997; Wang et
al., 1994; Hermann et al., 2000).

Existem evidéncias de que o TNF-a também pode contribuir para o
desenvolvimento das doencas cardiovasculares, por induzir alteracbes metabdlicas
associadas a obesidade, como resisténcia a insulina, dislipidemia e elevag¢do nos niveis
de PA (Skoog et al., 2002). O TNF-a induz resisténcia a insulina por 2 mecanismos.
Primeiro, o TNF-a estimula a lipdlise, por aumentar a acdo da lipase horménio sensivel
(Souza et al., 1998), contribuindo para o aumento na concentracao sérica de acidos
graxos livres. Segundo, o TNF-a interfere na cascata de sinalizagdo da insulina por
promover a fosforilacdo da serina no lugar da tirosina no substrato do receptor da
insulina-1 (Kanety et al., 1995; Hotamisligil et al., 1996). A neutralizacdo do TNF-a em
um modelo experimental de obesidade melhorou a sensibilidade a insulina, resultando
em aumento significativo na captacao periférica de glicose estimulada pela insulina
(Hotamisligil et al., 1993).

O TNF-a se correlaciona negativamente com a atividade da lipase lipoprotéica no
tecido adiposo (Kern et al., 1995), favorecendo a hipertrigliceridemia. Em roedores, a
infusdo de TNF-a leva ao aumento nos triglicerideos plasmaticos e nas concentracoes
de colesterol por estimular a sintese hepatica de lipidios (Feingold & Grunfeld, 1987).

Além disto, 0 aumento na producao de TNF-a também pode aumentar a producéao de
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endotelina-1 e angiotensinogénio, ambos envolvidos na elevacdo dos niveis de PA
(Kahaleh & Fan, 1997; Brasier et al., 1996).

As evidéncias disponiveis na literatura (citadas nos 2 paragrafos anteriores)
indicam papel potencial para o TNF-a no desenvolvimento de alteragbes no
metabolismo glicidico, no perfil lipidico e na PA. Estudos populacionais fornecem
suporte para a associcao entre TNF-a e sensibilidade a insulina, por exemplo Hivert e
colaboradores (2008) avaliaram os dados de 2356 individuos participantes do the
Framingham Offspring Study e observaram correlacao positiva e significativa entre TNF-
a e HOMA-IR (r = 0,12 e p < 0,0001). Skoog e colaboradores (2002) realizaram um
estudo transversal com um menor nimero de participantes e também encontraram
associagdes significativas entre as concentracdes séricas de TNF-a e HOMA-IR (r =
0,21 e p < 0,05), triglicerideos (r = 0,31 e p <0,01), HDL-colesterol (r = -0,29 e p <
0,01), PA sistélica (r = 0,33 e p < 0,01) e PA diastdlica (r = 0,33 e p < 0,01).

No presente estudo ndo foram observadas correlagdes significativas entre as
variagOes neste biomarcador inflamatério e as modificagdes nas variaveis metabdlicas e
na PA. Houve apenas uma tendéncia para alcancar significancia estatistica na
correlacdo com as concentragcbes séricas de insulina (r = 0,32 e p = 0,07). Possiveis
explicagdes para tal fato incluem: 1) auséncia de alteragdes expressivas nas variaveis
metabdlicas e na PA no inicio do estudo (ndo foram incluidos individuos diabéticos,
com dislipidemia em uso de tratamento medicamentoso e nem hipertensos), 2) Todos
os participantes evoluiram com perda ponderal em uma faixa relativamente semelhante,
3) Caso o numero de participantes fosse maior poderia ter se observado associacao
significativa.

Nossos resultados se assemelham aos encontrados por Ziccardi e colaboradores
(2002), que avaliaram 56 mulheres obesas na pré-menopausa e nao encontraram
correlacao significativa do TNF-a com a glicemia, insulinemia e concentracdes séricas
de triglicerideos, HDL-colesterol e LDL-colesterol.

Apesar das alteracées no TNF-a, no presente estudo, ndo terem apresentado
associagao significativa com as modificagées na insulina e no HOMA-IR, as alteracdes
nas concentragdes séricas da PCR-US (que sofrem influéncia do TNF-a) apresentaram.
Este fato pode sugerir um efeito indireto do TNF-a sobre a sensibilidade a insulina.
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Na analise comparativa das duas intervengdes dietéticas em relacdo a
modificacdo nas concentracbes séricas de TNF-a ndo foi evidencia diferenca
significativa. N&ao encontramos estudos publicados avaliando os efeitos do calcio
dietético (e/ou laticinios) associado a restricdo energética sobre as concentracdes
séricas de TNF-a em seres humanos, inviabilizando uma comparagdao adequada com
0s nossos resultados. Entretanto, existem 2 estudos que avaliaram os efeitos dos
laticinios sobre o TNF-a e encontraram resultados divergentes (Zemel et al., 2009;
Wennersberg et al., 2009).

Zemel e colaboradores (2009) avaliaram os efeitos da dieta normocalérica rica
em laticinios em comparacdo com dieta rica em soja em 20 individuos. Os autores
observaram reducao significativa de 15% no TNF-a ap6s 28 dias da dieta suplementada
com laticinios, e auséncia de modificacées significativas apds os 28 dias da dieta
suplementada com soja. Este resultado diverge dos nossos, onde na DRC a reducao
no TNF-a foi de -3,2%. Uma possivel explicacdo para essa divergéncia é o fato dos
valores iniciais de TNF-a encontrados no estudo do Zemel e colaboradores (2009)
terem sido muito elevados + 450 pg/ml em comparagdo com 0s nossos valores inciais
nos pacientes alocados na DRC (3,12 pg/ml). Esses valores iniciais encontrados por
Zemel e colaboradores (2009) sdo extremamente elevados ndo s6 em comparacdes
com 0S Nnossos, porém também em comparacdo com outros estudos cujos valores
médios em geral séo inferiores a 10 pg/ml (Zahorska-Markiewicz et al., 2000; Ziccardi et
al., 2002; Jefferis et al., 2009).

Por outro lado, os resultados obtidos por Wennersberg e colaboradores (2009)
se assemelham aos nossos. Esses autores investigaram os efeitos do aumento na
ingestao de laticinios (sem restricdo calorica), em pessoas com baixa ingestdo habitual
desses alimentos, sobre a composicao corporal e fatores relacionados com a sindrome
metabdlica. Foram incluidos 121 adultos, sendo randomizados em grupo controle e
leite, sendo acompanhados durante 6 meses. O grupo do leite foi orientado a consumir
3 — 5 porcdes de laticinios/dia (ndo necessariamente com baixo teor de lipidios). O
grupo controle manteve sua dieta habitual. Ap6s os 6 meses de acompanhamento, o0s
participantes dos 2 grupos mantiveram o peso corporal constante e ndo apresentaram



103

modificagées significativas nas concentracées séricas dos biomarcadores de
inflamacéo: PCR, IL-6 e TNF-a.

8.5 Avaliacao da fibrindlise

As alteragdes na fibrindlise observadas na obesidade sao fundamentalmente
devidas ao aumento nas concentragdes sericas do PAI-1, que €& o inibidor mais
importante da atividade fibrinolitica plasmatica (Skurk & Hauner, 2004). Quanto maior o
tamanho da célula adiposa e a massa de tecido adiposo, principalmente na regiao
abdominal, maior € a contribuicdo deste tecido para os niveis circulantes de PAI-1
(Juhan-Vague et al., 1987; Landin et al., 1990; McGill et al., 1994; Giltay et al., 1998;
Janand-Delenne et al, 1998; Alessi et al, 1997). As citocinas pro-inflamatorias
participam do estimulo para o aumento na expressdao do PAI-1, particularmente no
tecido adiposo (Palomo et al, 2006; Skurk & Hauner, 2004). O aumento na
concentragcdo do PAI-1 pode levar a trombose arterial (ou aterotrombose), sendo
considerado um preditor de eventos cardiovasculares (Kohler & Grant, 2000; Ridker et
al., 1993; Hamsten et al., 1987; Juhan-Vague et al., 1996; Thompson et al., 1995;
Thogersen et al., 1998).

A perda ponderal esta associada com normalizagdo parcial ou total dos
disturbios nos parametros fibrinoliticos associados com a obesidade. A reducdo do
PAI-1 normalmente é proporcional a extensdao da perda de peso (Clifton et al., 2005;
Keogh et al., 2008; Skurk & Hauner, 2004). No presente estudo, apesar dos 2 grupos
de estudo terem apresentado reducao nas concentracdes séricas de PAI-1, esta ndo
alcangou signficancia estatistica em cada intervencado dietética separadamente.
Portanto, nossos resultados ndo estdo de acordo com outros estudos que observaram
reducado significativa nas concentracoes séricas de PAI-1 associada com perda
ponderal (Clifton et al., 2005; Keogh et al., 2008; Skurk & Hauner, 2004; Lindahl et al.
1999).
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No nosso grupo total de pacientes a perda ponderal foi de - 4,45kg (ou - 5,42%
do peso corporal inicial) e a reducao no PAI-1 foi de — 8,8 pg/dl (ou — 8,4%), sendo
inferior ao observado por Lindahl e colaboradores (1999) em um estudo no qual
individuos com intolerancia a glicose foram  submetidos a intervencdo com
modificagcées no estilo de vida realizadas de forma intensiva ou usual. Apds 12 meses
de acompanhamento os participantes com acompanhamento intensivo apresentaram
perda ponderal de -5,4Kg e a redugao de -31% na concentragdo de PAI-1, ja o grupo
com cuidado usual obteve reducao de -0,5kg e diminuicéo de -12% no PAI-1 (Lindahl et
al. 1999). A menor magnitude da redugdo no PAI-1 observada em nosso estudo e a
auséncia de reducao significativa nas 2 intervencdes dietéticas pode ser atribuida ao
menor periodo de acompanhamento e a menor faixa de perda ponderal.

Foi observada reducéao nas concentracoes séricas de PAI-1 de -4,6% na DRC e -
12,4% na DPC, ndo havendo diferenca estatisticamente significativa entre as duas
intervencdes dietéticas. Nao conseguimos encontrar estudos que tenham avaliado os
efeitos da dieta rica em célcio (e/ou laticinios), associada a restricdo energética, sobre
as concentragdes séricas de PAI-1, inviabilizando a comparacao dos nossos dados com
os de outros estudos. O unico estudo com desenho relativamente semelhante foi o
realizado por Wennersberg e colaboradores (2009) que ja foi descrito (na discussao
sobre 0 TNF-a) e cujos resultados sao semelhantes aos nossos. Nesse estudo o
aumento na ingestdo de laticinios associado a dieta normocalérica nao induziu

modificacdes significativas na concentracao sérica de PAI-1.

8.6 Avaliacao da funcao endotelial

Apés as 16 semanas de restricdo energética foi observada reducdo em todos os
biomarcadores da funcdo endotelial nos 2 grupos de intervengdo, alcancando
significAncia estatisca na DRC em relacdo a ICAM-1 e a E-selectina, com uma
tendéncia para VCAM-1 (p = 0,06) e na DPC em relacao a ICAM-1 e uma tendéncia

para E-selectina (p = 0,06). Estes achados estdo de acordo com alguns estudos que
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avaliaram os efeitos da perda ponderal sobre as moléculas de adesdo celular e
encontraram reducbées nas concentragdes séricas destas moléculas, alcancando
significancia estatistica em alguns estudos, porém nao em todos (Ziccardi et al., 2002;
Plat et al., 2007; Keogh et al., 2008; Pontiroli et al., 2004; Clifton et al 2005).

O nosso grupo total de pacientes apresentou perda ponderal de - 4,45kg (ou -
5,42% do peso corporal inicial) e a redug¢do na ICAM-1 foi de — 19,6 pg/dl (ou — 11,6%),
na VCAM-1 foi de 83,6 pg/dl (ou — 8,9%) e na E-selectina foi de -2,8 pg/ml (ou — 8,6%).
A magnitude da reducdo nas moléculas de adesado celular observada no presente
estudo é inferior a encontrada em outros (Ziccardi et al, 2002; Plat et al., 2007),
provavelmente devido a menor faixa de perda ponderal observada em nossos
pacientes.

No estudo realizado por Ziccardi e colaboradores (2002) apds 1 ano de programa
multidisciplinar para perda ponderal (dieta, exercicio e terapia comportamental),
mulheres obesas perderam = 10% do peso corporal inicial e apresentaram reducdes
significativas nas concentracdes séricas de ICAM-1, passando de 315 ng/ml para 234
ng/ml, ou seja, uma reducado de -81ng/ml (ou -25,7%). A VCAM-1 passou de 708 ng/ml
para 590 ng/ml, ou seja uma reducao de -118 ng/ml (ou -16,7%).

Plat e colaboradores (2007) observaram que em homens obesos, apds perda
ponderal de + 9,4 Kg, houve reducéo significativa nas concentracées de ICAM-1 de
106,8 ng/l para 80,9 ng/l, ou seja uma reducgao de -25,9 ng/l (ou -24,4%). Ja a reducao
da E-selectina ndo foi significativa: de 18,8ng/l para 16,8ng/l, ou seja reducéo de -2,0
ng/l (ou -10,6%).

Keogh e colaboradores (2008) observaram reducdo significativa nas
concentragdes séricas de ICAM-1, E-selectina, P-selectina associada a perda ponderal
de * 7 kg induzida por dieta hipocalérica durante 8 semanas. A VCAM-1 nao
apresentou modificacdes significativas.

Em outro estudo (Pontiroli et al., 2004), ap6s 1 ano de perda ponderal induzida
por cirurgia bariatrica 68 participantes apresentaram reducao média no IMC de -8,2
kg/m? com reducéo significativa nos niveis séricos de ICAM-1 e E-selectina. Entretanto,

neste mesmo estudo, os pacientes submetidos a intervencao dietética apresentaram
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reducdo bem menor no IMC — 0,4 kg/m? e n&o foi observada redugéo significativa nas
moléculas de adeséo celular.

A analise transversal dos dados obtidos na visita inicial do estudo (semana 0)
revelou associagdo positiva e significativa entre as concentragées séricas de ICAM-1 e
os valores da CC. Este achado esta de acordo com outros estudos transversais que
encontraram associacao significativa entre ICAM-1 e parametros antropométricos de
adiposidade abdominal (Ziccardi et al., 2002; Miller & Cappuccio, 2006).

Nos dados iniciais do estudo foi observada associacédo significativa entre as
moléculas de adeséo celular e o IMC. Essa auséncia de associagao significativa entre
as moléculas de adeséo e os valores do IMC diverge do observado no estudo realizado
por Ziccardi e colaboradores (2002), no qual houve associacao positiva e significativa
entre ICAM-1 e IMC e entre VCAM-1 e IMC. Mora e colaboradores (2006) também
observaram associacdo positiva e significativa entre ICAM-1 e IMC. No estudo
realizado por Miller e Cappuccio (2006), apesar da VCAM-1 e da ICAM-1 nao terem
apresentado correlacao significativa com o IMC, foi observada associacao positiva e
significativa entre E-selectina e IMC. Ponthieux e colaboradores (2003) nao
observaram associacao significativa entre o IMC e ICAM-1, porém encontraram entre
IMC e E-selectina.

NGs acreditamos que a auséncia de associacao significativa entre as moléculas
de adeséo celular e o IMC, encontrada na analise transversal do presente estudo, pode
ter sido ocasionada principalmente pela estreita faixa de IMC dos nossos participantes,
pois s6 foram incluidos individuos com IMC entre 30 e 34,9 kg/m®. Outro fator que pode
ter influenciado € o numero um pouco menor de participantes que os demais estudos.

Apesar dos participantes do presente estudo terem apresentado redugdo em
todos os parametros de adiposidade e nas concentracdoes séricas das moléculas de
adesao celular, ndo foi observada associacdo significativa entre as modificacdes
durante o estudo (semana 16 — semana 0) nos parametros de adiposidade e as
alteracées nas moléculas de adesao, divergindo do que foi observado em outros
estudos (Pontiroli et al., 2004; Troseid et al., 2005). Acreditamos que varios fatores

possam ter contribuido para a reducédo nos biomarcadores da funcao endotelial (como
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por exemplo o padrdo alimentar) e ndo apenas a perda ponderal, impedindo a
ocorréncia de associagdes significativas.

Um achado importante do nosso estudo € a associacao positiva e significativa
entre a glicemia e VCAM-1 e E-selectina na analise transversal dos dados na semana
0. Também observamos uma tendéncia para associagdo significativa entre as
modificacbes na VCAM-1 e a insulina (p = 0,05) e o HOMA-IR (p = 0,06). Esses
achados corroboram com o que foi observado por Pontiroli e colaboradores (2004) e
Trgseid e colaboradores (2005). A hiperglicemia induz, no endotélio, a produgao de
radicais livres e a ativagdo do NF-kB assim como aumenta a formacéo intracelular de
produtos finais da glicacdo avancada. Como resultado, a hiperglicemia aumenta a
oxidacao das lipoproteinas, o que contribui independentemente para a aterogénese
(Brownlee, 2001). A hiperglicemia também aumenta o superoxido nas células
endoteliais e 0 estresse oxidativo, e ambos podem resultar em lesdo endotelial (Marfella
et al.,, 2001). O aumento na concentracdo plasmatica de glicose também aumenta a
expressao de adipocinas, favorecendo a disfuncao endotelial (Lau et al., 2005).

No presente estudo, ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa
entre as duas intervencdes dietéticas em relacao a reducdo nas moléculas de adesao
celular. Entretanto, apesar da ICAM-1 ter apresentado reducéo significativa tanto na
DRC quanto na DPC e da auséncia de reducao significativa da VCAM-1 nas 2 dietas,
0s niveis séricos da E-selectina s6 apresentaram reducao significativa na DRC. Noés
desconhecemos a existéncia de estudos que tenham investigado os efeitos de uma
dieta rica em caélcio (e/ou laticinios) associada a restricdo cal6rica sobre os
biomarcadores de funcéo endotelial. O unico estudo com um desenho mais préximo ao
nosso foi o realizado por Wennersberg e colaboradores (2009), descrito anteriormente,
e que também nao observou modificacdes significativas nos biomarcadores de funcao
endotelial (VCAM-1, E-selectina e fator de von Willebrand) nos pacientes orientados a
aumentar a ingestao de laticinios. Porém, quando os participantes de cada sexo foram
analisados separadamente, as mulheres do grupo do leite apresentaram reducéo
significativa na VCAM-1. E importante ressaltar que no estudo de Wennersberg e
colaboradores (2009) os participantes do grupo do leite em comparagcdo com os do

grupo controle apresentaram aumento significativamente maior na ingestao de acidos
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graxos saturados e nos niveis séricos de colesterol total (em comparagao com o outro

grupo de estudo), o que possivelmente pode ter interferido nos resultados.

8.7 Metabolismo do calcio

Os niveis séricos de calcio (total e ionizado) nao apresentaram modificacoes
significativas, durante as 16 semanas de acompanhamento, nos 2 grupos de estudo.
Esta auséncia de modificacdes nos niveis séricos de calcio era esperada, pois existe
um mecanismo homeostatico para manutencdo da concentracao de calcio no liquido
extracelular, que é realizado especialmente através do PTH e do calcitriol, mantendo
concentragdes normais de célcio ionizado, mesmo em condi¢des de baixa ingestao de
calcio (Potts, 2005, Heaney, 2006).

A excregao urinaria de célcio também néo apresentou modificagdes significativas
ao final do estudo (V5 — V1) mesmo nos participantes da DRC. Este fato também era
esperado, pois a conservacao do calcio via reducao da excrecao renal em periodos de
baixa ingestao ndo ocorre de forma satisfatéria (Heaney, 2006).

No presente estudo, os niveis séricos de PTH e de calcitriol apresentaram
reducdes significativas durante as 16 semanas de acompanhamento apenas nos
participantes da DRC, permanecendo praticamente inalterados na DPC. Este achado
indica que os participantes da DRC realmente aumentaram sua ingestdo de célcio,
enquanto os participantes da DPC néo alteraram a ingestdo deste mineral,

demonstrando adesao a prescricao dietética de calcio.

8.8 Excrecao urinaria de uréia e sodio

No presente estudo ndo foram observadas diferencas significativas na excreg¢ao
urinaria de uréia e de sdédio ao final do estudo (semana 16) entre os 2 grupos. Este
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achado sugere que os dois grupos apresentaram ingestées similares de proteinas e
sodio.

Existem evidéncias de que dietas hiperprotéicas podem potencializar a perda
ponderal durante restricdo calérica (Weigle et al., 2005; Due et al, 2004), sendo
portanto, fundamental que os 2 grupos de estudo apresentassem ingestdes
semelhantes.

A semelhanca na ingestao de sédio entre os 2 grupos também é importante, pois
a excregao urinaria aumentada de sédio esta associada com uma alta excregéo urinaria
de caélcio, provavelmente devido a competicdo na absor¢do entre esses minerais no
tubulo renal (Silva & Correia, 2001), além de interferir nos niveis de PA (Chobanian et
al., 2003).

8.9 Componentes bioativos adicionais dos latcinios

Os laticinios apresentam outros componentes bioativos (além do calcio) que
podem apresentar efeitos benéficos sobre a adiposidade e/ou fatores de risco
cardiovascular tais como a leucina e peptideos inibidores da enzima conversora da
angiotensina (ECA) (Zemel, 2005).

Leucina

A elevada concentragéao de leucina presente nos laticinios, pode contribuir para o
efeito antiobesidade destes alimentos por afetar o metabolismo energético tanto nos
adipdcitos quanto no musculo esquelético (Sun & Zemel, 2007b).

A leucina é um aminoacido essencial de cadeia ramificada, que apresenta
funcdes Unicas na regulacdo do metabolismo, estimulando a sintese de proteina
muscular e inibindo sua degradacao (Layman, 2003; Etzel, 2004; Stipanuk, 2007). A
propriedade anabdlica da leucina é atribuida a sua capacidade de estimular o inicio da
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translacdo do RNA mensageiro para sintese protéica muscular (Norton & Layman,
2006; Kimball & Jefferson, 2001; Layman, 2003; Etzel, 2004).

Além dos efeitos sobre o anabolismo protéico, dados recentes indicam que a
leucina também suprime o armazenamento de energia no tecido adiposo. A modulagéao
do metabolismo lipidico no adipécito, possivelmente serve para fornecer um fluxo
aumentado de lipidios para o musculo esquelético, fornecendo substrato energético
para sustentar a sintese protéica estimulada pela leucina (Sun & Zemel, 2007b;
Bruckbauer et al., 2009). Além disto, Sun e Zemel (2009) demonstraram que a leucina
estimula a biogénese mitocondrial tanto nos adipdcitos quanto nas células do musculo
esquelético, em associacdo com um aumento no consumo de oxigénio e na oxidagao
de acidos graxos em ambos os tipos celulares.

Em um estudo com ratos (Zhang et al., 2007), a ingestao de leucina foi duplicada
em animais com livre acesso a ragdo “convencional” ou a uma dieta rica em lipidios.
Nos ratos alimentados com racao, a leucina nao produziu efeitos consideraveis, porem
nos ratos com dieta rica em lipidios, o0 aumento na ingestdo de leucina resultou em
reducao de -32% no ganho de peso e de -25% na adiposidade. Os autores observaram
que a reducao na adiposidade foi devida ao aumento no gasto energético de repouso
associado com aumento da expressdao da UCP3 no tecido adiposo branco, no tecido
adiposo marrom e no musculo esquelético (Zhang et al., 2007).

Os efeitos da suplementacdo oral de leucina sobre a massa muscular foram
avaliados em alguns estudos com seres humanos, principalmente em idosos, devido a
sarcopenia tipica desta faixa etaria. Nestes estudos foram observados beneficios sobre
a sintese protéica muscular (Katsanos et al., 2006; Rieu et al., 2006), como também
auséncia de efeitos benéficos (Verhouven et al., 2009).

O aumento na utilizagdo de energia associado com a ingestdo de leucina
provavelmente é capaz de atenuar o estresse oxidativo e inflamatério. Desta forma, as
elevadas concentracdes de leucina nos laticinios também podem ser capazes de
desempenhar um papel significativo na atenuacdo das respostas oxidativas e
inflamatérias no tecido adiposo (Zemel et al., 2009).

Ja foi demonstrado que os efeitos da leucina sobre o metabolismo mitocondrial
sao mediados, em parte, pelo aumento da expressao da sirtuin 1 (Sirt1), que € um
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regulador chave da biogénese mitocondrial (Sun & Zemel, 2009). A ativacao pela Sirt1
do coativador 1a do receptor ativado da proliferacdo de peroxissomos (PPAR) néo
apenas leva a um aumento no metabolismo energético mitocondrial como também
resulta em inducdo de enzimas antioxidantes, tais como manganés superoxido
desmutase (Pfluger et al., 2008) e inibicdo da atividade do NF-kB (Pfluger et al., 2008;
Yeung et al, 2004), atenuando, portanto, o estresse oxidativo e inflamatério,
respectivamente. Pfluger e colaboradores (2008) demonstraram que ratos transgénicos
com super-expressao da Sirt1 exibem menor ativacéo das citocinas inflamatérias TNF-a
e IL-6, via redugéo significativa da atividade do NF-kB, além de aumento na producao
de proteinas antioxidantes como a manganés superoxido desmutase, quando
alimentados com dieta rica em lipidios.

O teor de leucina varia em diferentes fontes de proteinas na dieta, a proteina do
soro do leite apresenta 14% de leucina, enquanto o a proteina do leite possui 10%.
Estes teores sdo mais elevados do que os observados na proteina do ovo (8,5%), na
proteina muscular (8%), no isolado protéico de soja (8%) e na proteina do trigo (7%)
(Millward et al., 2008; Layman, 2003).

Peptideos inibidores da enzima de conversao da angiotensina

O soro do leite apresenta peptideos com propriedade inibidora da ECA (Zemel,
2004). Portanto, acredita-se que estes peptideos podem contribuir para os efeitos dos
laticinios sobre a adiposidade, niveis de PA e estresse inflamatério (Zemel, 2004, Zemel
et al., 2009; van Meijl et al., 2008).

Os inibidores da ECA reduzem a PA por inibir a conversdo da angiotensina | em
angiotensina Il (Oparil, 2002). Entretanto, o tecido adiposo possui um sistema renina-
angiotensina local que também desempenha um papel importante na adipogénese e no
desenvolvimento da inflamacdo associada com a obesidade. Em humanos a
angiotensina Il inibe a diferenciacdo de pré-adipdcitos, resultando em adipdcitos que
podem exibir anormalidades inflamatérias e metabdlicas (Janke et al., 2002; Matsushita
et al.,, 2006). De acordo com este fato, o bloqueio do sistema renina-angiotensina por
inibidores da ECA ou por bloqueadores do receptor da angiotensina, promove o
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recrutamento de pré-adipocitos e o aumento nos adipdcitos pequenos e sensiveis a
insulina (Mogi et al., 2006; Sharma et al., 2002). Segundo Zemel (2004), a angiotensina
Il aumenta a expressao da acido graxo sintase em adipécitos. Consequentemente, os
peptideos com atividade inibidora da ECA encontrados nos laticinios podem contribuir
favoravelmente na obesidade e na sindrome metabdlica (Bruckbauer et al., 2009).
Em apoio a estes conceitos, ja foi demonstrado que o inibidor da ECA derivado do soro
do leite aumenta os efeitos do calcio dietético sobre a perda de peso e gordura em
ratos transgénicos (aP2-agouti) submetidos a restricdo energética (Causey & Zemel,
2003).

Calcio vs leucina e inibidores da ECA

Bruckbauer e colaboradores (2009) publicaram um estudo visando investigar
os efeitos desses 3 componentes dos laticinios sobre o metabolismo do adipécito e
muscular em um modelo de animais com obesidade induzida pela dieta (ratos
transgénicos aP2-agouti) que foram alimentados com 4 dietas diferentes associadas a
restricdo energética durante 6 semanas: 1) dieta restrita basal (0,4% calcio), 2) leite em
pd desnatado (1,2% célcio), 3) leite depletado em calcio (0,4% calcio), ou 4) dieta
restrita basal com suplementacao de aminoacidos de cadeia ramificada/inibidores ECA.
Os genes lipogénicos no tecido adiposo foram suprimidos no grupo do leite enquanto as
vias de sintese de proteina muscular foram estimuladas sintese pelo leite depletado em
célcio e pela dieta restrita basal com suplementagcdo de aminacidos de cadeia
ramificada/inibidores ECA. As vias envolvidas na inflamacgéo foram alteradas no tecido
adiposo nos 3 grupos de tratamento. Portanto, os componentes dos laticinios,
incluindo calcio, leucina, inibidores da enzima conversora da angiotensina e
possivelmente outros componentes parecem exercer um efeito sinérgico sobre a

adiposidade e alteracdes metabdlicas.
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8.10 Consideracoes finais

A quantidade de calcio presente na DRC (x 1200 mg/dia) utilizada neste estudo
estd de acordo com as recomendagdes de ingestdo de calcio (Dietary Reference
Intakes- DRI) para adultos: 19 — 50 anos: 1000 mg/dia, > 50 anos: 1200mg/dia (Institute
of Medicine, 1997). Portanto, ndo existem contra-indicacbes para utilizacdo desta
quantidade de calcio na alimentagéo.

Pelo contrario, um nivel de ingestdo adequado de célcio durante periodos de
restricdo calo6rica é importante, pois dietas hipocaléricas podem estar associadas a
aumento na reabsorcdo Ossea, favorecendo o desenvolvimento da osteoporose,
especialmente em mulheres na pds-menopausa (Ricci et al., 2001). A utilizacdo de
uma ingestao de calcio na faixa da DRI, associada a restricdo calérica, pode evitar a
perda de massa 6ssea (Riedt et al., 2007; Thorpe et al., 2008).

As principais fontes dietéticas de célcio (70 - 75%) sao os laticinios (Miller et al.,
2000; Heaney, 2009), sendo assim, este nivel recomendado de ingestdao de calcio
(1000 - 1200 mg/dia) pode ser alcangcado através do consumo de 3 a 4 porcoes diarias
desses alimentos, quantidade esta muito superior a ingestdo habitual da populacédo
brasileira (IBGE, 2002 - 2003).
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« 9 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo, realizado com individuos obesos

acompanhados durante 16 semanas, sugerem que:

a restricdo energética, tanto em associacdo com elevada ingestao de calcio
quanto com baixa ingestao de calcio, é capaz de reduzir significativamente o
peso corporal; o percentual de gordura corporal; a obesidade abdominal; as
variaveis relacionadas ao metabolismo glicidico e lipidico (com excecao do HDL-
colesterol); a leptina sérica; a pressao arterial e as concentracdes séricas dos
biomarcadores da funcao endotelial.

a restricdo energética, alcancada pelos participantes do estudo, alocados na
dieta rica em calcio e na dieta pobre em célcio, ndo é capaz de promover
reducgdes significativas nos biomarcadores inflamatérios, nem no inibidor do

ativador do plasminogénio-1.

a dieta rica em calcio em comparacao com a dieta pobre em calcio é capaz de
potencializar os efeitos benéficos da restricdo energética sobre a obesidade
abdominal e a presséao arterial.

a dieta rica em calcio em comparacdo com a pobre em calcio ndo produz
reducdes significativamente maiores na adiposidade corporal, nas variaveis
associadas ao metabolismo glicidico e lipidico, nos biomarcadores inflamatérios,
no inibidor do ativador do plasminogénio-1 e nos biomarcadores da funcao
endotelial.
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