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RESUMO

FERREIRA, Thais da Silva. Avaliacao da ingestédo habitual de célcio e sua
associacdo com a concentracgao intracelular de calcio, adiposidade corporal, perfil
metabolico, biomarcadores inflamatoérios, pressao arterial e fungéo endotelial. 2012.
112f. Dissertagcado (Mestrado em Ciéncias Médicas) — Faculdade de Ciéncias
Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2012.

A associagcdo inversa da ingestdo de calcio dietético com adiposidade
corporal e pressao arterial esta documentada em estudos epidemiolégicos. Achados
experimentais sugerem que este fenbmeno pode ser mediado por alteragdes na
concentragdo intracelular de calcio ([Ca]i). Existem poucos estudos relacionando o
calcio dietético com a [Cali. O objetivo do presente estudo foi avaliar a relagao da
ingestdo habitual de calcio dietético com a [Ca]i, adiposidade corporal, perfil
metabdlico, biomarcadores inflamatérios, pressao arterial e funcdo endotelial em
mulheres. Para tanto, foi desenvolvido estudo transversal, com 76 mulheres na preé-
menopausa submetidas a avaliagao: dietética (questionario de frequéncia alimentar
validado); da [Cali em eritrocitos (espectrometria de absorbancia atémica); da
gordura corporal (GC) total [indice de massa corporal (IMC) e % GC por
bioimpedancia elétrica] e central [perimetro da cintura (PC), e razdo cintura quadril
(RCQ)]; do perfil metabdlico (glicose, colesterol e fragbes, insulina e HOMA-IR); dos
biomarcadores inflamatérios [adiponectina e proteina C-reativa (PCR)]; dos
biomarcadores da funcdo endotelial [molécula de adesao intracelular-1 (ICAM-1),
molécula de adesdo celular vascular-1 (VCAM-1) e E-Selectina]; da fungao
endotelial avaliada pelo equipamento Endo-PAT2000%; e da pressao arterial.
Calcitriol, paratorménio, calcio sérico e calcio urinario completaram o metabolismo
do calcio. As participantes foram estratificadas em 2 grupos de acordo com a
ingestao habitual de calcio: Grupo com baixa ingestdo de calcio ou BIC (n=32;
ingestdo de calcio <600mg/d) e Grupo com elevada ingestdo de calcio ou AIC
(n=44; ingestdo de calcio 2600mg/d). A média da idade foi semelhante entre os
grupos (Grupo BIC: 31,4%£1,4 vs Grupo AIC: 31,4t1,4anos; p=0,99). Apds ajustes
para fatores de confundimento (idade, ingestdo de energia, bebida alcodlica,
proteina, carboidratos e lipidios), o Grupo AIC, em comparagdo com o BIC,
apresentou valores significativamente mais baixos de IMC (25,65,3 vs 26,9 £ 6,0
kg/m? p=0,02), PC (84,4+13,6 vs 87,8+15,3cm; p=0,04), % GC (31,1459 vs
33,315,6 %; p=0,003), pressao arterial diastdlica (68,2+10,8 vs 72,4+11,2 mm Hg;
p=0,04) e pressao arterial média (80,13£10,94 vs 83,86+11,70 mmHg; p=0,04); e
significativamente mais altos de HDL-colesterol (58,6+12,2 vs 52,9+12,2 mg/dL;
p=0,004) e adiponectina (34572,1 £+ 19472,8 vs 31910,3£19385,1 ng/mL; p=0,05). A
[Cali e as outras variaveis avaliadas nao diferiram entre os grupos, mesmo apoés
ajustes. Neste estudo realizado com mulheres, o maior consumo de calcio se
associou com valores mais baixos de adiposidade corporal total e central, pressao
arterial diastélica e média; além de valores mais elevados de HDL-colesterol e
adiponectina.

Palavras-chave: Calcio dietético. Calcio intracelular. Adiposidade. Func¢do endotelial.



ABSTRACT

The inverse association between dietary calcium intake and body adiposity
and blood pressure is established in epidemiological studies. Experimental data
suggest that it may be mediated by alterations in intracellular calcium concentration
([Cal]i). There are few studies evaluating the relationship beween dietary calcium and
[Cali. The objective of the present study was to evaluat the association of dietary
calcium with [Ca]l, body adiposity, metabolic profile, inflammatory biomarkers, blood
pressure, and endothelial function in women. It was conducted an observational and
cross-sectional clinical trial, including 76 women with pre-menopausal status who
were submitted to the following evaluations: dietary intake (by a food frequency
questionnaire); [Ca]l in erythrocytes (by atomic absorption spectrometry); body
adiposity (by body mass index [BMI] and electrical bioimpedance; abdominal
adiposity (by waist circumference and waist-to-hip-ratio; metabolic profile (by
assessing plasma glucose, total cholesterol and fractions, insulin and HOMA-IR);
inflammatory biomarkers (adiponectin and C-reactive protein); endothelial function
(by analyzing adhesion molecules and by peripheral artery tonometry [PAT]); and
blood pressure. Calcitriol, parathyroid hormone, and serum and urinary calcium
completed calcium metabolism. Participants were stratified into two groups according
to their mean usual dietary calcium intake: low calcium group (LCG; n=32; dietary
calcium intake <600mg/d) and high calcium group (HCG; n=44; dietary calcium
intake 2600mg/d). Apds ajustes para fatores de confundimento (idade, ingestao de
energia, bebida alcodlica, proteina, carboidratos e lipidios), o Grupo AIC, em
comparagao com o BIC, apresentou valores significativamente mais baixos de IMC
(25,6+5,3 vs 26,9 £ 6,0 kg/m?; p=0,02), PC (84,4+£13,6 vs 87,8+15,3cm; p=0,04), %
GC (31,1£5,9 vs 33,3+5,6 %; p=0,003), pressédo arterial diastdlica (68,2+10,8 vs
72,4+11,2 mm Hg; p=0,04) e presséao arterial média (80,13+10,94 vs 83,86+11,70
mmHg; p=0,04); e significativamente mais altos de HDL-colesterol (58,6+12,2 vs
52,9+12,2 mg/dL; p=0,004) e adiponectina (34572,1 £+ 19472,8 vs 31910,3+19385,1
ng/mL; p=0,05). A [Ca]i e as outras variaveis avaliadas nao diferiram entre os
grupos, mesmo apods ajustes. Neste estudo realizado com mulheres, o maior
consumo de calcio se associou com valores mais baixos de adiposidade corporal
total e central, pressao arterial diastolica e média; além de valores mais elevados de
HDL-colesterol e adiponectina. After controlling for potential confounders (age,
dietary energy, protein, carbohydrates and lipids and alcohol intake), HCG, in
comparison to LCG, showed significantly lower vlaues of BMI (25.6+5.3 vs 26.9 + 6.0
kg/m?; p=0.02), waist circumference (84.4+13.6 vs 87.8+15.3cm; p=0.04), % body fat
(31.1+£5.9 vs 33.3+5.6 %; p=0.003), diastolic blood pressure (68.2£10.8 vs 72.4£11.2
mm Hg; p=0.04) e mean blood pressure (80.13£10.94 vs 83.86+11.70 mmHg;
p=0.04); and significantly higher values of HDL-cholesterol (58.6£12.2 vs 52.9£12.2
mg/dl; p=0.004) and adiponectin (34.57£19.47 vs 31.91£19.39 ug/ml; p=0.05). There
was no difference between groups in relation to [Ca]i and other parameters
evaluated, even after adjusting for confounding factors. In this study, higher dietary
calcium intake was associated with lower values of total and abdominal adiposity,
diastolic and mean blood pressure; and with higher values of HDL-cholesterol e
adiponectin.

Keywords: Dietary calcium. Intracellular calcium. Adiposity. Endothelial function.
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INTRODUCAO

Estudos recentes sugerem que o calcio dietético pode ter efeitos benéficos
sobre a adiposidade corporal, a resisténcia a insulina, a dislipidemia e a pressao
arterial (PA). Um dos provaveis mecanismos de ag&o envolvidos nestes possiveis

efeitos benéficos envolve modificagdes na concentragao intracelular de calcio ([Cal]i).



1 SOBREPESO, OBESIDADE E O RISCO DE DOENCAS CRONICAS

Atualmente, a prevaléncia de obesidade encontra-se elevada em diferentes
regides geograficas em todo o mundo (Low et al., 2009). A Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) estima que no mundo mais de um bilhdo de pessoas tém excesso de
peso corporal ou sobrepeso (indice de massa corporal [IMC] = 25 kg/m?), e que
destas pessoas mais de 300 milhdes sao obesas (IMC = 30 kg/m?) (WHO, 2009). A
International Obesity Taskforce (2010) estima que a prevaléncia de obesidade seja
ainda maior, atingindo atualmente 475 milhdes de adultos.

No Brasil, segundo a Pesquisa de Orgamento Familiar (POF) 2002-2003
(IBGE, 2004), no periodo avaliado, 40,6% dos adultos com mais de 20 anos
apresentavam sobrepeso, com prevaléncia semelhante em homens e mulheres
(41,1% e 40%, respectivamente); enquanto 11,1% destes adultos apresentavam
obesidade, sendo esta mais prevalente entre as mulheres (13,1%) que entre os
homens (8,9%). Edicdo mais recente desta mesma pesquisa revelou um aumento
preocupante na prevaléncia de sobrepeso e obesidade nos adultos brasileiros.

Na POF 2008-2009 (IBGE, 2010), o excesso de peso corporal foi detectado
em cerca de metade dos homens (50,1%) e das mulheres (48,0%), com prevaléncia
de 49,0% entre os adultos de ambos os sexos. Ja a obesidade foi observada em
14,8% do total de adultos (12,5% dos homens e 16,9% das mulheres). De acordo
com a International Obesity Taskforce (2002), a prevaléncia de obesidade no Brasil
podera atingir mais de 20% em 2025.

O crescimento acentuado na prevaléncia de obesidade, que ocorreu nos
ultimos anos, alcangando proporcdes epidémicas, provavelmente contribuiu para o
desenvolvimento de outras doencas cronicas. O excesso de peso corporal é
considerado um fator de risco para doengas como diabetes mellitus tipo 2 (DM2),
cardiopatia isquémica, acidente vascular encefalico, hipertensado arterial sistémica
(HAS), dislipidemia, osteoartrite e alguns tipos de cancer, como o de célon, rim,
endométrio e mama, particularmente se a gordura corporal estiver concentrada na
regiao do abdémen (WHO, 2000). Ainda de acordo com a OMS, em torno de 2,5
milhées de mortes por ano podem ser atribuidas ao sobrepeso/obesidade. A
obesidade, por estar associada a elevadas taxas de morbidade e mortalidade,



constitui um sério problema de saude publica (Haslam & James, 2005; Mc Tigue et
al., 2006; Pi-Sunyer, 1999).

A perda ponderal em longo prazo durante a vida adulta esta relacionada a
menor risco de HAS, enquanto o ganho de peso aumenta este risco (Huang et al.,
1998; Hu et al., 2004; Radi et al., 2004). A perda ponderal ou manutengao de peso
saudavel leva também a melhora no perfil de colesterol total e lipoproteinas
plasmaticas transportadoras de colesterol. A composi¢cdo de macro e micronutrientes
da dieta para perda de peso pode interferir nestas mudangas (Ditschuneit et al.,
2002; Nieman et al., 2002; Andersen et al., 1995).

O sobrepeso e a obesidade sao responsaveis por aproximadamente 80% dos
casos de DM2 (Banegas et al., 2003) e a diminui¢do significativa do risco de DM2 é
outro beneficio associado a reducédo peso corporal (Wannamethee et al., 2005),
enquanto o ganho ponderal em longo prazo pode aumentar o risco de
desenvolvimento desta doenga (Koh-Banerjee et al., 2004). Resultados de uma
revisdo sistematica realizada sobre a morbidade e mortalidade associadas ao
sobrepeso e obesidade revelaram que o risco de desenvolver DM2 aumenta 20% a
cada incremento de 1 kg/m? no IMC (Lenz et al., 2009).

A crescente prevaléncia da obesidade e sua associagao com outras doencas
crobnicas e com elevadas taxas de mortalidade, como anteriormente exposto,
desencadeou uma busca por agdes para sua prevengao e tratamento, sendo o
controle do peso corporal uma importante estratégia para a redugdo da
morbimortalidade (Williamson et al., 2000; Koh-Banerjee et al., 2004; Hu et al., 2004;
Radi et al., 2004; Ditschuneit et al., 2002; Nieman et al., 2002).

Dentre as varias mudancas no estilo de vida que podem ser instituidas para o
tratamento da obesidade, a dietoterapia, principalmente por meio da redugao na
ingestado energética, constitui uma importante ferramenta para o controle do peso
corporal e consequentemente para reducao do risco de doengas cardiovasculares e
outras doengas cronicas (Fontana et al., 2007; Heilbron et al., 2006). Entretanto, o
papel de alguns nutrientes especificos tem sido investigado na regulagdo do peso
corporal. Nas Uultimas décadas o calcio ganhou destaque, em especial aquele
proveniente de fontes dietéticas, como os laticinios (Zemel, 2002; Zemel, 2005;
Barba & Russo, 2006).



1.1 Ingestdo de célcio e adiposidade corporal

O calcio é o ion mais abundante no corpo humano e esta presente em todos
os tecidos e érgéos, sendo necessario para muitas fung¢des vitais, como a contragéo
muscular esquelética e cardiaca, neurotransmissdo, diferenciagcdo tecidual,
metabolismo celular e coagulacdo sanguinea (Houillier et al., 2006; Bianco et al.,
2007). O calcio sérico € encontrado ligado a proteina (em torno de 40%),
complexado principalmente com ions citrato e fosfato (cerca de 10%) e o restante
ionizado. A fragdo ionizada, a mais importante do ponto de vista fisioldgico, € foco do
controle metabdlico coordenado de diferentes horménios, especialmente o horménio
da paratiredide (PTH) e a vitamina D, que a mantém dentro de uma estreita faixa
constante entre 1,0 e 1,2 mmo/l ou 18 a 21,6 mg/dl por processos que
continuamente adicionam e removem calcio (Vaskonen, 2003; Houillier et al., 2006).

Todo o calcio corporal € adquirido por meio da absor¢cdo da dieta, sendo a
grande maioria armazenada nos 0SSOS € uma pequena porcentagem reciclada
diariamente (Frick et al., 2003). De acordo com o Institute of Medicine (IOM) (2010),
adultos com idade entre 19 e 50 anos tém uma necessidade diaria média estimada
de 800 mg de calcio, sendo entdo recomendada a ingestdo diaria de 1000 mg/dia.
Entre os 51 e os 70 anos de idade, a necessidade e a recomendacao diaria de calcio
se diferenciam de acordo com o sexo: para homens 800 e 1000 mg/dia
respectivamente, e para mulheres 1000 e 1200 mg/dia respectivamente. Depois dos
70 anos, a necessidade e a recomendacao diaria de calcio de ambos 0s sexos sao
iguais as das mulheres na faixa etaria anterior.

Os dados de consumo alimentar da POF 2008-2009 (IBGE, 2010) revelaram
que entre os adultos brasileiros com idade de 19 a 59 anos o calcio encontra-se
entre os micronutrientes com maior prevaléncia de inadequacao de consumo diario.
A média de consumo deste mineral entre os adultos brasileiros nesta faixa de idade
de acordo com este estudo foi de 476,4 mg/dia para mulheres e 546,4 para homens.
Em relagdo aos adultos com 60 anos ou mais a ingestdo média diaria de calcio foi
de 494,8 e 519,6 mg para mulheres e homens respectivamente.

Inicialmente, dados de varios estudos epidemiolégicos chamaram a atengao
para a possivel participacdo do calcio na regulacdo da adiposidade corporal e

consequentemente no controle do peso corporal. Nestes estudos, realizados em



diferentes regides geograficas do mundo, foi identificada associa¢do inversa entre
ingestao de calcio dietético e peso corporal ou adiposidade, independentemente da
ingestado de energia (Pereira et al., 2002; Jacgmain et al., 2003; Barr et al., 2004;
Drapeau et al., 2004; Loss et al., 2004; Soares et al., 2004; Marques-Vidal et al.,
2006; Eilat-Adar et al., 2007).

A associagéo entre baixa ingestdo de calcio dietético e adiposidade corporal
foi identificada por Jacgmain et al. (2003) em adultos participantes do Quebec
Familiy Study. Divididos em 3 grupos de acordo com sua ingestédo diaria de calcio
dietético, os participantes deste estudo foram submetidos as seguintes avaliagdes:
peso corporal, percentual de gordura corporal, IMC, perimetro da cintura (PC) e
adiposidade abdominal avaliada por tomografia. Todos esses parametros foram
significativamente maiores no grupo com menor ingestao de calcio (abaixo de 600
mg/dia), em comparagdo com os outros dois grupos com maior ingestdo deste
mineral (entre 600 e 1000 mg/dia e maior que 1000 mg/dia). Esses resultados,
particularmente expressivos em mulheres, foram mantidos mesmo apés ajustes para
fatores de confundimento.

A partir de dados oriundos do Portuguese Health Interview Survey 1998-1999,
foi investigada a relagéo entre a ingestao de leite, principal alimento fonte de calcio,
e o IMC. A média da ingestao diaria de leite na populagéo estudada foi acessada
através da aplicacdo de questionario de freqiéncia alimentar (QFA). Na avaliagao
dos homens participantes deste estudo a ingestdo de leite foi inversamente
relacionada ao IMC, enquanto que entre as mulheres esta associacao foi fraca. Apos
ajustes para idade, regido, atividade fisica, tabagismo, numero de refei¢gdes por dia e
nivel de escolaridade, foi observado que a ingestao de leite diminuia com a elevagao
do IMC (Marques-Vidal et al., 2006).

A analise dos dados do Strong Heart Study, realizado com indios americanos
revelou resultados semelhantes. Nestes individuos, o IMC e o percentual de gordura
corporal estimado por meio da bioimpedancia elétrica foram menores naqueles
pertencentes ao maior quintil de ingestdo de calcio dietético (= 873 mg/dia) em
comparagao com o menor quintil de ingestdo (< 313 mg/dia) (Eilat-Adar et al., 2007).

Estudo realizado na Universidade do Alabama nos Estados Unidos, com 119
mulheres saudaveis, eutréficas (IMC < 25 kg/ m?) no inicio do estudo, fora do
periodo da menopausa, com idade entre 20 e 41 anos e acompanhadas durante um



ano, observou que a ingestado de calcio dietético esta significativamente associada
com menor ganho de tecido adiposo intra-abdominal (Bush et al., 2010).

Apesar da associagao inversa entre ingestao habitual de calcio dietético e
peso e/ou adiposidade corporal estar bem estabelecida e documentada nos estudos
epidemiologicos citados anteriormente, estes estudos n&o permitem que se
estabeleca uma relagdo causa e efeito entre esses dois fatores. Com o objetivo de
avaliar esta possivel relagdo causal, foram desenvolvidos estudos clinicos que
buscaram investigar o efeito da ingestdo de calcio sobre peso e/ou gordura corporal.

Os resultados dos ensaios clinicos que avaliaram os efeitos da
suplementacdo de calcio sobre a adiposidade corporal sdo controversos e
inconclusivos. A reducdo da adiposidade corporal decorrente da suplementacao
deste mineral foi identificada em alguns (Zemel et al., 2004a; Zemel et al., 2004b;
Zemel et al., 2005a, Eagan et al., 2006; Zemel et al., 2008; Faghih et al., 2011), mas
nao em todos (Gunther et al., 2005; Harvey-Berino et al., 2005; Thompson et al.,
2005; Shalileh et al., 2010; Palacios et al., 2011) os ensaios clinicos realizados.

A diferenga nos resultados dos estudos que avaliaram os efeitos da
suplementacgao de calcio sobre a adiposidade corporal pode ser atribuida a grande
variabilidade existente entre os desenhos destes estudos, que se diferenciam entre
si principalmente pelos seguintes aspectos: 1) forma de apresentagao do calcio, com
a suplementagao sendo realizada por meio de laticinios, conhecidamente ricos em
calcio (na forma de um produto lacteo especifico ou um grupo deles), ou por meio de
calcio elementar (principalmente na forma de carbonato ou citrato de calcio); 2)
instituicdo ou ndo de restricdo caldrica junto a suplementagao de calcio; 3) ingestao

habitual de calcio no inicio do estudo.

1.1.1 Suplementacao de calcio via laticinios

Os resultados dos estudos de intervengao disponiveis até o momento sao
inconsistentes. Na maioria dos estudos sem restricdo energética nao foi observado
efeito positivo dos produtos lacteos sobre o ganho ou perda de peso corporal. Com
a restricdo energética existe indicagdo de um possivel efeito benéfico sobre a perda

de peso mantendo massa magra (Dougkas et al., 2011).



A reducdo do peso e/ou adiposidade corporal total e/ou localizada foi
observada em alguns ensaios clinicos, com no estudo de Eagan et al. (2006), que
observaram reducdo da gordura corporal apos elevada ingestdo de calcio
proveniente de laticinios (1300 a 1400 mg/dia) por 18 meses, em comparagao com
uma baixa ingestdo de calcio (menor que 800 mg/dia) por igual periodo, sem que
fosse reduzida a quantidade de energia ingerida.

Similarmente, individuos obesos submetidos a dieta com 1200 mg/dia de
calcio dietético por 24 semanas sem restricdo energética, apresentaram reducéo na
adiposidade corporal significativamente maior em comparagdo com aqueles que
mantiveram dieta com 500 mg de calcio dietético (Zemel et al., 2005a).

Este efeito positivo do calcio proveniente de alimentos sobre a adiposidade
corporal, mesmo com manutengcdo da ingestdo energética, pode ser corroborado
pela observagcdo de que a suplementacdo aguda de calcio esta associada com o
aumento da oxidacdo de lipidios e da termogénese. Onze individuos foram
randomizados em dois grupos, que se diferenciavam apenas pelo conteudo de
calcio presente na refeicdo teste, um desjejum: refeicdo com baixo teor de calcio
(em torno de 250 mg de calcio) e refeicdo com alto teor de calcio (em torno de 550
mg de calcio). A quantidade de calorias nas duas refeigdes foram semelhantes, e
elas foram seguidas por um almogo padrao, com a mesma quantidade de calorias e
mais reduzido ainda em calcio (em torno 50 mg de calcio). Neste estudo, onde os
individuos apresentavam IMC médio de 31 + 2,4 kg/m?, a maior ingestdo de calcio
no desjejum aumentou de forma aguda a taxa de oxidagdo de gordura e a
termogénese pos-prandial induzida pela dieta e reduziu a ingestdo energética
espontédnea nas 24 h seguintes (Ping-Delfos & Soares, 2011), o que poderia
contribuir para redug¢ao do peso corporal.

Os resultados benéficos da suplementacdo de calcio via laticinios parecem
potencializar os efeitos positivos da restricdo energética sobre a adiposidade
corporal (Faghih et al., 2011; Torres et al., 2010a; Zemel et al., 2004a; Zemel et al.,
2005a). Em associagao com dieta hipocaldrica, a suplementagao de calcio dietético
(1200 a 1300 mg/dia) resultou em perda ponderal significativamente maior quando
comparada a dieta hipocaldrica com baixo teor de célcio dietético (300 a 400 mg/dia)
(Zemel et al., 2004a).

A suplementacgéo de leite potencializou os efeitos da dieta hipocal6rica sobre
a adiposidade total e central (Faghih et al., 2011). Neste estudo, a restricdo



energética acompanhada de trés porc¢des diarias de leite com baixo teor de gordura
por 8 semanas ocasionou maior reducado do IMC, perimetro da cintura (PC) e razéo
cintura-quadril (RCQ) em comparagao com uma dieta hipocalérica controle. Quando
outro alimento rico em calcio foi testado, em associacdo com restricdo energética, o
efeito do calcio sobre a adiposidade total e central foi mantido (Faghih et al., 2011).
A substituigdo isocalorica de outros alimentos por trés por¢des de iogurte com baixo
teor de gordura por 12 semanas aumentou significativamente a perda de gordura
corporal total (avaliada por absortometria de raio X de dupla energia [DEXA]) e
reduziu o PC de obesos saudaveis em vigéncia de restricdo energética, em
comparagao com obesos que receberam dieta controle apenas restrita em energia
(Zemel et al., 2005b).

Entretanto, outros ensaios clinicos n&do encontraram efeitos do calcio
proveniente dos laticinios sobre a adiposidade corporal, como nos estudos de
Gunther et al. (2005), no qual a ingestao elevada de laticinios nao alterou o peso ou
a adiposidade corporal dos individuos, e de Palacios et al. (2011), no qual ndo foram
observados efeitos significativos da elevada ingestdo de produtos lacteos ricos em
calcio sobre a adiposidade corporal em 30 porto-riquenhos obesos. Mesmo na
vigéncia de uma dieta hipocaldrica, a maior ingestao de laticinios ndo potencializou a
perda ponderal nos estudos de Harvey-Berino et al. (2005) e Thompson et al.
(2005).

Alguns ensaios clinicos randomizados apontam para uma redugao
significativamente maior na obesidade abdominal com o uso da suplementacéo de
laticinios associada a restricdo energética, ou até mesmo associada a dieta
normocaldrica, sugerindo uma redistribuicdo da gordura corporal (Torres et al.,
2010a; Zemel et al., 2004a; Zemel et al., 2004b; Zemel et al., 2005a; Zemel et al.,
2005b). Em ensaio clinico randomizado realizado com brasileiros obesos, com
duragédo de 16 semanas, foi observada maior redu¢do do PC no grupo que ingeriu
dieta hipocaldérica com maior teor de calcio dietético (1200 a 1300 mg/dia) em
comparagao com grupo que ingeriu dieta com o mesmo grau de restricdo caldrica,
porém pobre em calcio (menor que 500 mg/dia), sugerindo que uma maior ingestao
dietética deste mineral pode intensificar os efeitos benéficos da restricao energética

sobre a obesidade abdominal (Torres et al., 2010a).



1.1.2 Suplementacio de calcio medicamentoso

E importante considerar também os estudos realizados com a suplementagéo
de calcio elementar, principalmente na forma de carbonato e citrato de calcio, para
avaliar o efeito isolado deste mineral sobre a adiposidade corporal. Em sua forma
elementar os resultados sugerem menor ou nenhum efeito do calcio sobre o peso
e/ou adiposidade corporal (Reid et al., 2005; Reid et al., 2010; Shalileh et al., 2010;
Shapses et al., 2004; Yanovski et al., 2009).

Em um estudo, realizado com individuos obesos ou com sobrepeso, que
avaliou os efeitos da suplementacdo de 1500 mg/dia de carbonato de calcio por 2
anos em comparagao com a ingestao de placebo, ndo foram observadas diferengas
significativas entre os grupos em relagdo ao peso corporal, IMC ou percentual de
gordura, apesar da redugéo significativa das concentragbes plasmaticas de PTH
observada no grupo que efetivamente recebeu a suplementagdo (Yanovski et al.,
2009). Neste estudo, foram avaliados 340 adultos com idade média de 38,8 + 10,5
anos, com predominancia do sexo feminino, sendo o carbonato de calcio oferecido
duas vezes ao dia junto as refei¢des.

Em um ensaio clinico também randomizado, duplo-cego e placebo controlado,
com mulheres idosas (idade média de 74 anos), ndo foi encontrada diferenca na
perda ponderal nem na gordura corporal apos a suplementagcdo de 1000 mg/dia de
citrato de calcio durante 30 semanas (Reid et al., 2005).

E possivel observar que fortes evidéncias provenientes de estudos
epidemiologicos demonstram uma relagdo inversa entre a ingestdo de calcio
dietético e o peso e/ou a adiposidade corporal. Entretanto, os dados dos estudos
clinicos sobre o efeito da ingestado de calcio sobre o peso/adiposidade corporal sao
inconclusivos e ainda ndo ha consenso sobre este efeito. Diferengcas marcantes nos
resultados dos estudos, que variam principalmente de acordo com a forma de
ingestédo de calcio (elementar ou por meio de laticinios), sugerem que outros
componentes dos produtos lacteos podem agir de forma sinérgica com o calcio para
atuar sobre a gordura corporal (Zemel, 2004). Ainda assim, é importante considerar
0S possiveis mecanismos pelos quais o calcio poderia atuar sobre a composicao

corporal.



1.1.3 Potenciais mecanismos de acido do calcio sobre a adiposidade corporal

O mecanismo exato de ag¢ao do calcio sobre o peso e/ou adiposidade corporal
nao esta completamente elucidado, e provavelmente envolve varias acbes que
podem afetar a regulagdo do peso corporal e do metabolismo energético (Zemel et
al., 2000).

Efeito dos hormdnios calciotréficos sobre o calcio intracelular

Aparentemente, uma das principais acdes do calcio dietético seria via
modulagdo dos hormoénios calciotréficos, PTH e 1,25 di-hidroxivitamina D (1,25
(OH), D), que tém seus niveis séricos regulados, pelo menos agudamente, pelo
calcio da dieta. Uma reduzida ingestdo de calcio dietético, com consequente
reducdo na concentracdo de calcio sérico, constitui estimulo para a liberacdo de
PTH. O PTH por sua vez ativa a 1 a-hidroxilase renal, enzima responsavel pela
conversao da 25 hidroxivitamina D no seu metabdlito ativo, 1,25 (OH), D ou calcitriol.
Ambos PTH e calcitriol atuam de forma coordenada sobre o intestino, rins e ossos
para aumentar os niveis séricos de calcio (Teegarden, 2005).

Os hormonios calciotréficos agem também mantendo as concentragdes intra
e extracelular de calcio dentro de uma estreita faixa de variagao, por sua interagao
orquestrada com o fluxo deste ion através dos canais de calcio e de seus
transportadores (Bianco et al., 2007). Sendo assim, além de aumentar a absorcao
de calcio no intestino e mobilizar este mineral de suas reservas corporais, o PTH e o
calcitriol poderiam estimular rapida elevagdo na [Ca]i em adipdcitos humanos,
conforme demonstrado por alguns estudos in vitro e com animais (Astrup et al.,
2010a; Zemel et al., 2000; Shi et al., 2001a; Xue et al., 2001; Zemel, 2001). Apesar
de ambos, PTH e calcitriol, parecerem modular a concentracdo de calcio no
adipdcito, existem evidéncias que o calcitriol desempenharia papel principal na
modulagdo da [Cali, visto que os adipécitos humanos possuem receptores
especificos de membrana para calcitriol, que ao se ligar a esses receptores induziria
rapido aumento no calcio intracelular (Zemel, 2004). Por estimular a expresséo e a
atividade da enzima acido graxo sintase (AGS), promovendo lipogénese, e inibir a
enzima lipase horménio sensivel (LHS), reduzindo a lipdlise, este aumento na [Cal]i

nos adipocitos constituiria estimulo para o armazenamento de energia dietética



(Teegarden, 2005; Zemel, 2005). Este efeito rapido, iniciado pela membrana, parece
ser mediado pelo receptor associado a membrana de resposta rapida ao esterdide
1,25D (1,25D-MARRS) (Rohe et al., 2004).

Estudos in vitro de Xue et al. (2001) demonstraram que o efeito antilipolitico
da elevada [Ca]i no adipocito humano parece ser mediado principalmente pela
ativacdo da fosfodiesterase no adipécito e pela reducdo nos niveis de AMPc,
levando a reducgéao na fosforilagdo da LHS e a inibicao da lipdlise.

Desta forma, os hormoénios calciotroficos PTH e calcitriol exerceriam efeitos
regulatorios coordenados que teriam como consequéncia a supressao da lipdlise e o
incentivo a lipogénese no adipocito humano, resultando em aumento nas reservas
lipidicas na vigéncia de dietas pobres em calcio. Por outro lado, a supressao desses
hormonios que ocorre com dietas ricas em calcio inibiria 0 aumento da adiposidade,
sendo esses efeitos mediados principalmente pela [Cali (Zemel, 2004).

O mecanismo pelo qual o calcio dietético poderia auxiliar especificamente na
reducdo da obesidade abdominal também ndo esta claro ainda, porém alguns
estudos sugerem que o calcitriol, ativo na vigéncia de baixas ingestbes de calcio,
possivelmente por aumentar a [Cali, estimula a expressdo da [B-Hidroxiesterdide
desidrogenase-1 (11B3-HSD-1), enzima que realiza a conversdo de cortisona em
cortisol e consequentemente a producdao de cortisol em adipdcitos humanos,
conhecido por promover acumulo de tecido adiposo intra-abdominal (Bush et al.,
2010; Zemel & Sobhani, 2003; Morris & Zemel, 2005; Zemel & Sun, 2008a).
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Figura 1. Acao do calcio dietético no adipdcito (adaptada de Zemel & Sun, 2008a).

[Ca+2]i = concentragdo intracelular de calcio; MARRS = receptor associado a membrana de resposta rapida ao
esterdide; 11 B-HSD = B-Hidroxiesteroide desidrogenase-1; nVDR = receptor nuclear de vitamina D; UCP =

proteina desacopladora; ROS = espécies reativas de oxigénio.

Efeitos dos hormdnios calciotréficos sobre receptores nucleares classicos

Estudos sugerem que o calcitriol atua no adipécito também via receptor
nuclear “classico”, inibindo a expressao da proteina desacopladora 2 (UCP2). A
UCP2 é uma proteina que tem funcéo de translocacao de prétons e elétrons para a
matriz mitocondrial, dissipando o gradiente de protons através da membrana interna
da mitocondria, aumentando a eficiéncia energética e a termogénese (Boschini et
al., 2005). Esta proteina age também na regulacdo da apoptose dos adipdcitos, e
media o transporte mitocondrial de acidos graxos (AG) e sua oxidagao. A inibicdo da
UCP2 ocasionada pela dieta pobre em calcio poderia levar entdo as seguintes
consequéncias: 1) redugado da termogénese; 2) redugao da apoptose dos adipécitos
e 3) redugao da oxidagao lipidica, com consequente acumulo de lipidios. A agédo da
UCP2 sobre a termogénese nao esta totalmente clara, e o efeito termogénico
observado pode ser mediado também por outros mecanismos ainda néao
identificados (Zemel, 2005).



Efeitos do calcio dietético sobre a absorgao de gordura

A diminuicdo da absorgéo intestinal de gordura constitui outro mecanismo
pelo qual o calcio dietético pode contribuir para uma menor disponibilidade de
energia.

Uma meta-andlise de ensaios clinicos que estudaram os efeitos da
suplementagao de calcio sobre a excregdo de gordura concluiu que ela prejudica a
absorcao de gordura dietética e aumenta a excrecao fecal de gordura (Christensen
et al., 2009). De acordo com este estudo, apesar do efeito ter sido altamente
significativo estatisticamente, sua importancia para o balango energético e regulagéo
do peso corporal pode ser pequena, ja que a excrec¢ao adicional diaria média de 2,0
g (em torno de 18 kcal) equivale a mais ou menos 0,7 kg de gordura ou 1 kg de peso
corporal por ano. Entretanto, quando analisados apenas os estudos suplementados
com laticinios, foi observada maior homogeneidade entre eles, e concluiu-se que
uma ingestdo de calcio em torno de 1240 mg/dia produz um aumento na excregao
de gordura de 5,2 g/dia. Isso equivale a 1,9 kg de gordura ou 2,2 g de peso corporal
a menos em um ano (Christensen et al., 2009).

Em estudo randomizado realizado com dez adultos com excesso de peso,
uma dieta rica em calcio (em torno de 1800 mg/dia) aumentou a excrecao fecal de
gordura de 7 para 18% da dieta consumida, o que corresponderia a perda de 3,5 kg
de peso corporal/ano, em comparagao com dieta pobre em calcio (500 mg/dia)
(Jacobsen et al., 2005).

O efeito da suplementagao de calcio sobre a excregéo fecal de gorduras pode
ser explicado pela capacidade do calcio dietético de formar sabdes insoluveis com
AG no intestino e/ou por sua ligagao aos acidos biliares, o que reduz a formacgao de
micelas. Ambos os efeitos teriam como consequéncia o prejuizo a absorcédo e
digestao dos lipidios dietéticos, culminando com a redugéo da quantidade de energia
absorvida, ocasionada pela maior excregédo fecal de gorduras (Christensen et al.,
2009; Teegarden, 2005; Vasoken, 2003).

1.2 Ingestéo de calcio e sensibilidade a insulina



Além das provaveis acdes do calcio dietético no controle do peso corporal,
evidéncias sugerem uma possivel relagcdo com outros fatores ligados a obesidade,
como a resisténcia a insulina. Evidéncias epidemioldgicas sugerem que dietas ricas
em calcio podem auxiliar no aumento da sensibilidade a insulina ou na reducéo do
risco de DM 2 (Sanchez et al., 1997; Choi et al., 2005; Ma et al., 2006; Pittas et al.,
2006; Pittas et al., 2007a; Pittas et al., 2007b; Elwood et al., 2008; Villegas et al.,
2009; Fumeron et al., 2011).

Choi et al. (2005) acompanharam individuos do sexo masculino por 2 anos e
observaram que a ingestdo de produtos lacteos, especialmente aqueles com baixo
teor de gorduras, foi associada com uma redugédo moderada no risco de DM 2. Em
mulheres chinesas com idade entre 40 e 70 anos a ingestao de calcio foi associada
com reduzido risco de DM2, sendo observada uma relagédo inversa nao linear da
ingestdao de calcio com a incidéncia desta patologia (Villegas et al., 2009). Em
estudo prospectivo francés (Epidemiological Study on the Insulin Resistance
Syndrome — DESIR) a ingestdo de laticinios, exceto queijo, foi associada a menor
incidéncia de intolerancia a glicose e DM2 (Fumeron et al., 2011).

Estudos clinicos randomizados e controlados com suplementacdo de calcio
e/ou vitamina D especificamente desenhados para avaliar desfechos relacionados a
DM2 sao raros. No estudo de Pittas et al. (2007a), a suplementagao diaria
combinada de vitamina D (700 Ul) + calcio (600mg) durante 3 anos, s6 produziu
melhora significativa da resisténcia a insulina nos participantes com intolerancia a
glicose no inicio do estudo.

Em uma revisdo do ano de 2007, Pittas et al. (2007b) discorreram sobre os
possiveis mecanismos de agao do calcio sobre o metabolismo da glicose. Segundo
estes autores, o calcitriol, liberado em resposta a dietas com baixo teor de calcio,
parece afetar negativamente a fungdo das células [ pancreaticas, visto que a
secrecao de insulina € um processo dependente de calcio. Sendo assim, as
alteracdes no fluxo deste ion para dentro das células § ocasionadas pela ligacéo da
1,25(0OH),D ao seu receptor podem afetar adversamente a secregdao de insulina
pelas células B pancreaticas. O calcio é também essencial para processos
intracelulares mediados por insulina nos tecidos a ela responsivos, como musculo
esquelético e tecido adiposo. Por isso, mudancas na [Ca]i em tecidos alvo de

insulina podem contribuir para resisténcia periférica a insulina devido a prejuizos na



tradugdo do sinal de insulina, levando a atividade reduzida do transportador de
glicose 4 (GLUT 4).

Anteriormente, outros estudos ja haviam apontado para relagdo existente
entre a elevagao da [Ca]i e a resisténcia a insulina (Sela et al., 2002; Tsuda et al.,
2000; Draznin et al., 1987; Draznin et al.,, 1998). Ainda nas décadas de 80 e 90,
Draznin et al. (1987) demonstraram que a concentragdo aumentada de calcio
intracelular podia comprometer o transporte de glicose mediado pela insulina,
sugerindo que niveis 6timos de calcio intracelular livre sdo necessarios para maxima
agao da insulina na célula. Este efeito ndo parece refletir translocagao prejudicada
do GLUT 4 para a superficie da membrana plasmatica, mas sim uma falha na acao
da insulina de ativar a fosfatase que desfosforila o GLUT 4 (Reusch et al., 1991;
Begum et al., 1993; Zemel, 1995). Desta forma, € possivel que o aumento da [Cal]i
no musculo esquelético possa interferir na eficiéncia da entrada e armazenamento
de glicose associados a obesidade (Mc Carty, 2006).

A ingestdo de 1500 mg/dia de calcio suplementar por 8 semanas em
pacientes hipertensos estagio 1 nao tratados em estudo placebo controlado reduziu
a [Ca)i e afetou positivamente o metabolismo da glicose, aumentando a
sensibilidade a insulina e reduzindo a insulina plasmatica de jejum (Sanchez et al.,
1997). Desta forma, pode-se inferir que a elevagao na [Cali decorrente de uma baixa
ingestdo de calcio possa prejudicar a sensibilidade a insulina. Sendo assim, o
mecanismo proposto para os efeitos do calcio sobre a sensibilidade a insulina é a
regulagdo da [Ca]i nas células alvo da insulina, como os adipdcitos e as células

musculares esqueléticas (McCarty, 2006).

1.3 Ingestdo de célcio e presséao arterial

Um numero crescente de evidéncias sugere a participacdo do metabolismo do
calcio na patogénese da doenca hipertensiva, tanto por meio de estudos
epidemiologicos como através de ensaios clinicos (Resnick et al., 1991; Sela et al.,
2002; Wang et al., 2008; Torres et al., 2010a), e o efeito hipotensor do calcio sobre a
PA é atualmente bem aceito. Foram observados complexos disturbios no
metabolismo do calcio em modelos animais, culturas de células e em pacientes com
HAS (Kisters et al., 2004).



Em grandes estudos epidemiolégicos, como o CARDIA Study (Pereira et al.,
2002) e o Rotterdam Study (Engberink et al., 2009) foi observada forte relagéo
inversa entre elevado consumo de laticinios (com baixo teor de gordura) e o
desenvolvimento de HAS. Numa amostra de 827 homens e mulheres adultos, foi
encontrado menor risco para HAS naqueles que se encontravam no maior quintil de
consumo de produtos lacteos (Azadbakht et al., 2005). O consumo de calcio
dietético e de laticinios com baixo teor de gorduras foi inversamente associado ao
risco de HAS em mulheres de meia idade e idosas (Wang et al., 2008), sugerindo
sua potencial participagao na prevencao da HAS primaria. Individuos saudaveis com
IMC > 27 kg/m? apresentaram redugdo média da PA sistdlica de 2,9 mm Hg ap6s
consumirem por 8 semanas dieta rica em laticinios, em comparagdo com o grupo
controle (van Meijl & Mensink, 2010).

Em estudo observacional com pacientes hipertensos brasileiros, Torres et al.
(2011a) encontraram maiores valores de IMC e gordura corporal total naqueles com
menor ingestao habitual de calcio dietético, em comparagdo com aqueles com maior
ingestdo, apds ajustes para fatores que pudessem interferir nos parametros de
adiposidade. Esses achados sugerem que mesmo com a HAS ja estabelecida, o
maior consumo de calcio dietético pode estar associado a menor adiposidade
corporal total.

Em uma meta-analise de estudos clinicos randomizados e controlados para
avaliar o efeito da suplementacéo de calcio sobre a PA, em média 1200 mg diarios
de calcio resultou em redugédo da PA sistdlica em 1,86mm Hg e da diastdlica em
0,99 mm Hg. Neste mesmo estudo foi possivel observar que os efeitos sobre a PA
sistolica e diastdlica podem ser maiores naqueles com ingestao de calcio habitual
relativamente baixa (< 800 mg/dia), sendo a redugao observada de 2,63 e 1,30 mm
Hg respectivamente (van Mierlo et al., 2006).

Entretanto, quando observados individualmente, alguns estudos com
suplementagao de calcio ndo obtiveram efeitos sobre a PA (Bostick et al., 2000; Reid
et al., 2005; Margolis et al., 2008). Tal controvérsia poderia ser explicada pela
heterogeneidade observada entre os estudos disponiveis, podendo variar
principalmente: a ingestdo habitual basal de célcio (que muitas vezes nédo é
informada), os niveis iniciais de PA e mais uma vez a fonte de suplementagdo do

calcio (alimentar ou medicamentosa).



Em pacientes com hiperparatireoidismo e consequente hipercalcemia crénica
a HAS ¢é prevalente, havendo um aumento nas taxas de mortalidade,
particularmente por doengas cardiovasculares (Nainby-Luxmoore et al., 1982;
McCarron et al., 1980). A paratireoidectomia em hipertensos parece reduzir a PA
sistélica e diastdlica (Heyliger et al., 2009).

O conteudo intracelular de calcio livre tem sido implicado no desenvolvimento
e patogénese da hipertensdo primaria (Resnick, 1991; Resnick et al., 1994; Bruschi
et al., 1985). Foram encontradas concentragdes mais elevadas de calcio no interior
de células musculares lisas de ratos hipertensos em comparacdo aqueles
normotensos, achado que corrobora a possivel participacdo do calcio intracelular no
mecanismo da hipertens&o primaria (Kisters et al., 2004).

Os mecanismos que explicam o efeito anti-hipertensivo de uma elevada
ingestdo de calcio ndo estdo completamente esclarecidos, mas provavelmente
seriam decorrentes de varios mecanismos fisioldgicos, incluindo: redugdo da
permeabilidade de membrana e da [Ca]i, alteragdes dos horménios calciotréficos
(PTH e vitamina D) e alteracdo do metabolismo de outros eletrdlitos (Vaskonen,
2003).

Mudangas na concentragdo citosdlica de célcio sdo as principais
responsaveis pelo processo de contracdo e relaxamento da musculatura vascular
lisa, o que faz do calcio intracelular um dos principais determinantes do ténus da
musculatura lisa (Berrazueta, 1999). Desta forma, por sua provavel interferéncia na
[Cali, é possivel que a ingestao dietética deste mineral possa ter influéncia sobre as
propriedades funcionais do tecido vascular (Makynen et al., 1996). Sendo assim,
alteragbes no manejo de calcio podem intensificar a contragdo da célula muscular
lisa, contribuindo para o desenvolvimento da HAS. A ingestao dietética deficiente em
calcio que leva a ativagao do calcitriol e consequentemente a elevacédo do conteudo
intracelular de calcio nas células da musculatura lisa vascular, levando a resisténcia
vascular periférica e provavelmente contribuindo para a elevagao da PA.

Conforme exposto anteriormente, o efeito da elevagdo da concentragdo de
calcio dentro da célula sobre a agéo da insulina, caracterizado pelo prejuizo as suas
funcdes, é outro fator que provavelmente contribui para a elevagao da PA e para o
desenvolvimento da HAS. Isso porque a hiperinsulinemia resultante da resisténcia a

insulina favorece a retencéo de sédio e agua no organismo, e constitui estimulo para



o sistema nervoso simpatico levando ao aumento da PA (Shimamoto et al., 1994;
Galleti et al., 1997).

Novas observagdes indicaram ainda que a vasodilatagdo endotélio-
dependente aumentada poderia ser explicada pela hiperpolarizacdo de membrana
aumentada, mediada pela abertura dos canais de potassio ativados pela
concentracdo extra e intracelular de calcio (Rasmussen et al.,, 1990; Vaskonen,
2003).

1.4 Ingestdo de célcio e perfil lipidico

Por sua acao sobre o metabolismo lipidico, é esperado efeito hipolipemiante
do calcio dietético também sobre os lipidios plasmaticos.

A reducdo significativa da lipemia pos-prandial foi observada como
consequéncia da ingestao elevada de calcio por meio de laticinios (Lorenzen et al.,
2007). Neste estudo, a ingestédo de refeicdo com alto e médio teor de calcio resultou
também em menor elevagdo dos triglicerideos presentes nos quilomicrons, em
comparagao com uma refeicdo com baixo teor deste nutriente, o que pode refletir
tanto uma reducdo na absor¢ao de gorduras quanto um aumento no clareamento
dos quilomicrons. Entretanto, de acordo com os autores nao existem referéncias na
literatura de ac¢do do calcio sobre o clareamento de quilomicrons. Logo, o provavel
mecanismo para a redugao da lipemia pés-prandial é a redu¢ao da absorcdo dos
lipidios dietéticos. Esta reducdo, além de contribuir para a reducdo da adiposidade
corporal total como abordado anteriormente, poderia também ter impacto positivo
sobre o perfil lipidico.

Conforme citado anteriormente, a provavel redug¢ao da absorcao de lipidios se
da devido ao incremento na excrecdo fecal de gordura, causado muito
provavelmente pela ligacdo idnica entre calcio e AG no trato digestivo ou pela
ligacdo deste mineral aos acidos biliares, prejudicando a formagdo de micelas
(Jacobsen et al., 2005; Zemel et al.,2005a; Welberg et al., 1994). Este seria um dos
mecanismos por meio dos quais o calcio poderia melhorar o perfil lipidico.

Em homens e mulheres uma alta ingestdo de calcio dietético (maior que

1000mg/dia) foi associada a um perfil de lipoproteinas plasmaticas preditor de menor



risco de doengas coronarianas quando comparada a uma baixa ingestdo deste
mineral (menor que 600 mg/dia) (Jacgmain et al., 2003).

Com a suplementagdo de calcio medicamentoso, existem alguns estudos
mostrando resultados semelhantes. Em estudo com suplementacdo de fosfato de
calcio (1000 mg de calcio elementar) conduzido com voluntarios saudaveis, as
concentragcbes seéricas de colesterol total foram menores no grupo que recebeu a
suplementagcdo que no grupo controle apds 4 semanas, enquanto que a excregao
fecal de gordura nao diferiu entre os dois grupos (Ditscheid et al., 2005). Neste
estudo, a excrec¢ao do colesterol aumentou nos dois grupos, e a excregao de acidos
biliares aumentou somente no grupo que efetivamente recebeu a suplementacéo, da
onde se pode supor que os efeitos benéficos sobre o perfil lipidico ndo parecem ser
resultado da maior excregao de colesterol propriamente dito, mas sim pelo aumento
na excregdo de acidos biliares e a consequente necessidade de regeneragédo dos
acidos biliares a partir da mobilizacao de colesterol endégeno no figado.

Apods a suplementacgao de calcio (1200 mg/dia de calcio elementar) e vitamina
D (400 Ul/dia) em mulheres com sobrepeso e obesas por 15 semanas, foi observada
reducao significativa na concentragao plasmatica da lipoproteina de baixa densidade
(low density lipoprotein ou LDL) carreadora de colesterol, em comparagao com o
grupo placebo, além de tendéncia para mudangas positivas nas concentragdes da
lipoproteina de alta densidade (high density lipoprotein ou HDL) carreadora de
colesterol, triglicerideos e colesterol total (Major et al., 2007).

Entretanto, os efeitos positivos da suplementagao de calcio elementar sobre o
perfil lipidico ndo sdo uma regra. Bostick et al. (2000) ndo observaram efeitos
significativos da suplementacdo de calcio elementar sobre o colesterol total e HDL-
colesterol plasmaticos. Em estudo placebo-controlado de Reid et al. (2010), a
suplementacao de citrato de calcio (600 ou 1200 mg de calcio elementar/dia) por
duas semanas nao teve efeito sobre as lipoproteinas plasmaticas.

O catabolismo do colesterol em acidos biliares € uma importante rota para
eliminacado de colesterol do corpo, contando para aproximadamente 50% do
colesterol eliminado diariamente. Desta forma, além de reduzir a absorgcdo de
gorduras, o aumento da perda fecal de acidos biliares resulta também no aumento
da conversao de colesterol em acidos biliares no figado, sendo necessaria a retirada
de colesterol da circulagao via receptores de LDL-colesterol, o que levaria a redugao

desta lipoproteina plasmatica. Além disso, a redug¢ao na absorcdo de AG saturados



especificamente pode também contribuir para reducdo dos niveis séricos de
colesterol, provavelmente por aumentar a captagcéo da LDL pelo figado (Dougkas et
al., 2011; Vaskonen, 2003).

1.5 Ingestdo de calcio e estado inflamatorio

Estudos realizados principalmente com animais demonstram que o calcio
dietético suprime o estado inflamatoério associado a obesidade, através da
modulagdo da expressado de fatores pré-inflamatérios e anti-inflamatérios (Sun &
Zemel, 2007a; Sun & Zemel, 2008; Zemel & Sun, 2008b; Zemel et al., 2010).

Em estudo de Sun e Zemel (2007a) realizado com ratos alimentados com
dieta obesogénica pobre ou rica em calcio, foi observado que, em comparagado com
a dieta pobre em calcio, a dieta rica em calcio: 1) reduziu de forma significativa a
expressao de fatores proé-inflamatérios no tecido adiposo visceral, como fator de
necrose tumoral a (tumor necrosis factor a ou TNF-a) e interleucina 6 (IL-6), em 64%
e 51% respectivamente; 2) estimulou no tecido adiposo visceral a expressdo dos
fatores anti-inflamatérios interleucina-15 (IL-15) e adiponectina, em 52% e 54%
respectivamente; e 3) induziu aumento de duas vezes na expressado da IL-15 no
musculo soleus.

Além dos estudos com suplementagdo de calcio, Zemel e Sun (2008b)
avaliaram também os efeitos dos laticinios sobre marcadores inflamatérios em ratos.
Foram avaliados, em curto prazo (3 semanas), os efeitos de 3 dietas sobre o
estresse inflamatério: pobre em calcio (0,4% de calcio), rica em calcio (1,2% de
calcio, proveniente de carbonato de calcio), e rica em laticinios (1,2% de calcio,
proveniente de leite). As dietas rica em calcio e rica em laticinios resultaram em
supressao significativa do TNF-a, da IL-6 e da proteina quimiotatica de mondcitos-1
(MCP-1) em comparagao com a dieta pobre em calcio, enquanto um padrao inverso
foi notado para a adiponectina e IL-15 (p = 0,002) (Zemel & Sun, 2008b).

Em seres humanos foram avaliadas as concentracdes de proteina C reativa
(PCR) e adiponectina, apos 24 semanas de alimentagdo com dieta rica em laticinios
normocaldrica e hipocaldrica, com reducgdo significativa de 11% e 29% na PCR,

respectivamente (pds-teste vs. pré-teste), enquanto ndo houve modificagcbes



significativas nos grupos com dieta pobre em laticinios. A adiponectina aumentou em
8% de forma significativa nos individuos alimentados com dieta rica em laticinios
normocaldricas e em 18% naqueles alimentados com dieta hipocaldrica (Zemel &
Sun, 2008b).

A ingestdo excessiva de nutrientes e a obesidade aumentam a geragdo de
espécies reativas de oxigénio e o estresse oxidativo, enquanto a restricdo calorica e
a perda ponderal estdo associadas com redugao no estresse oxidativo (Mohanty et
al., 2000; Dandona et al.,, 2001). O estresse oxidativo desempenha um papel
significativo na regulagdo do estado inflamatorio no tecido adiposo, ja tendo sido
demonstrado que a adicdo 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 da producao de adipocinas (Zemel et al., 2010).

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

Conforme exposto anteriormente, dietas ricas em calcio podem auxiliar na
reducdo da adiposidade. Portanto, pode-se acreditar que o efeito do calcio dietético
sobre o estado inflamatoério seja, em parte, mediado pela redugdo da adiposidade
corporal. Entretanto, um estudo concluiu que o aumento na ingestdo de laticinios
produz supressao significativa e substancial do estado inflamatério associado com o
sobrepeso e obesidade, na auséncia de modificacbes na adiposidade corporal
(Zemel et al., 2010). Neste estudo randomizado, adultos com sobrepeso e obesos
foram submetidos a duas dietas para manutencao do peso corporal, num desenho
cross-over: uma dieta placebo, com soja e 500-600 mg de calcio/dia versus uma
dieta com 3 por¢des diarias de laticinios e 1200-1400 mg/dia de calcio, cada uma
por 28 dias. A suplementagao de laticinios reduziu o TNF-a e a IL-6, com efeito
oposto da dieta de soja, e aumentou significativamente a adiponectina. A PCR foi
reduzida em ambos os tratamentos. Todos estes resultados foram observados



mesmo na auséncia de alteragdo do peso corporal, gordura corporal total ou massa
magra, como esperado.

Sendo assim, é provavel que outros mecanismos além da redugao da gordura
corporal estejam envolvidos na agao do calcio dietético sobre o estado inflamatério.
O calcitriol regula a sinalizagao intracelular do calcio e controla a produ¢ado de ROS,
através da modulacdo da desacoplagdo mitocondrial e sinalizacdo do calcio
intracelular, interferindo, portanto, na produgao e liberagdo de citocinas (Sun et al.,
2008; Zemel et al., 2010; Sun & Zemel, 2007a) e embasando a hipdtese de que a
modulacdo do estresse inflamatério pelo calcio seja mediada pela supressdo do
calcitriol. Na publicagdo de Sun e Zemel (2007a), citada anteriormente, também foi
avaliado o efeito do calcitriol sobre a produgcdo 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 calcio.

O papel do calcitriol na modulagédo da producao de citocinas pelos adipdcitos
e macrofagos e no cross-talk entre adipocitos e macréfagos também foi investigado
por Sun & Zemel (2008) em um estudo com cultura de adipécitos e macrofagos,
demonstrando que o calcitriol estimula a producédo de adipocinas associadas com a
funcdo dos macréfagos e aumenta a expressdo de citocinas inflamatorias em
macrofagos e adipdcitos; incluindo o fator de inibicdo da migracdo de macrofagos
(MIF), TNF-qa, IL-6 e MCP-1 em adipdcitos assim como TNF-a e IL-6 em macréfagos.
Além disto, o calcitriol também regulou o cross-talk entre macréfagos e adipdcitos,
como evidenciado pelo aumento na expressao e producao de citocinas inflamatérias
a partir de adipdcitos e macréfagos em co-culturas versus culturas individuais (Sun &
Zemel, 2008).

1.6 Ingestdo de calcio e fungéo endotelial

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

homeostase ocorre porque o endotélio € sensivel a uma série de estimulos fisicos e



quimicos, e em resposta a estes estimulos libera uma grande variedade de fatores
que regulam o ténus vascular, a inflamag&o na parede vascular, a adesao celular, a
proliferagcdo das células musculares lisas vasculares e a trombose (Widlansky et al.,
2003; Deanfield et al., 2007; Vogel, 2008; Yang & Ming, 2006).

Cada célula endotelial € uma estrutura dinamica em seu interior, que também
responde ao ambiente extracelular. Sob condi¢des homeostaticas, o endotélio
mantém o ténus vascular normal, preserva a fluidez do sangue, favorece a
ocorréncia de apenas pequena ou nenhuma expressao de fatores pro-inflamatoérios,
além de inibir a proliferacdo e migragao celulares e o estresse oxidativo (Widlansky
et al., 2003; Bahia et al., 2006b; Wrzosek, 2009).

Dentre as substancias liberadas pelo endotélio, o 6xido nitrico (NO)
desempenha um importante papel anti-aterogénico (Lau et al., 2005; Vogel, 2008).
O NO é um importante mensageiro vasodilatador local, que tem sua liberacao pelas
células endoteliais causada pela forca de cisalhamento (shear stress) do fluxo
sanguineo sobre o vaso (Bahia et al., 2006b; Vogel, 2008). Este gas se difunde
através das células musculares lisas e ativa a guanilato ciclase, o que leva a
vasodilatagdo mediada por monofosfato ciclico de guanosina (GMP-c) (Deanfield et
al., 2007). Outras substancias, como as prostaciclinas liberadas pela acado do
sistema cicloxigenase, também apresentam acgéo vasodilatadora independente do
NO (Deanfield et al., 2007).

Além da vasodilatacao direta, o NO possui também efeitos antiaterogénicos,
por apresentar as seguintes propriedades: 1) antiinflamatéria - inibe a expressao de
moléculas de adesdo, evitando a adesdao e penetracdo de macréfagos, 2)
antimitogénica — inibe a proliferacdo das células musculares lisas, e 3)
antitrombdética — inibe a agregacéao plaquetaria (Deanfield et al., 2007; Vogel, 2008;
Vanhoutte, 2009; Davignon & Ganz, 2004). Portanto, o NO desempenha um papel
chave na funcdo protetora que o endotélio exerce contra as doencgas
cardiovasculares (Vanhoutte, 2009).

Exposi¢cdes prolongadas e/ou repetidas a fatores de risco cardiovascular
podem resultar em lesao fisica ou bioquimica do endotélio, prejudicando a produgao
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 doengas cardiovasculares, incluindo tabagismo, idade,

hipercolesterolemia, HAS, hiperglicemia, historia familiar de doenga aterosclerdética



prematura, obesidade e inflamacado sistémica crbnica estdo associados com
alteragdes na funcao endotelial (Hadi et al., 2005).

A lesdo endotelial resulta em um processo inflamatério crdnico,
caracterizado pela expressao de fatores quimiotaticos para leucdcitos, moléculas de
adesao e citocinas inflamatorias. Este processo inflamatério, € acompanhado pelo
aumento na contragao vascular em resposta a vasoconstrictores como endotelina-1
e tromboxanos, aumento na formacgéo de trombos além de proliferacdo e migragao
exacerbadas das células musculares lisas (Widlansky et al., 2003; Yang & Ming,
2006; Vanhoutte, 2009; Sima et al., 2009; Hirata et al., 2010).

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

A disfuncdo endotelial é 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, formacao do
trombo, e eventualmente oclusdo do vaso e ocorréncia de um evento cardiovascular
(Deanfield et al., 2005; Lau et al., 2005; Ronti et al., 2006).

A avaliacado da fungao endotelial tornou-se ferramenta util na investigacéo da
aterosclerose, podendo ser avaliada de diversas formas. A lesdo das células
endoteliais resulta em aumento na expressao de citocinas inflamatérias e moléculas
de adesao celular, sendo a medigado na circulagdo de algumas dessas moléculas
bem caracterizadas uma das formas disponiveis de se avaliar a fungéo endotelial,
por meio de imunoensaios comerciais, que incluem dosagens da molécula de
adeséo celular vascular-1 (VCAM-1), molécula de adeséo intracelular-1 (ICAM-1) e
E- e P-selectina (Ridker et al., 2004; Rifai & Ridker, 2002; Blake & Ridker, 2001;
Barac et al., 2007). Assim como as moléculas anteriormente citadas, as
consequéncias pré-coagulantes da disfuncédo endotelial podem ser avaliadas através
de modificagdes no equilibrio entre o ativador do plasminogénio e seu inibidor
endogeno, o PAI-1 (Vaughan, 2005).

Diversas novas técnicas tém sido propostas para avaliar a fungao endotelial.

A avaliacao da fungao endotelial da artéria coronaria é considerada o teste “padrao-



ouro” para este tipo de analise, mas constitui um método invasivo (Anderson et al.,
1995). O acesso da vasoreatividade da artéria coronaria € realizado através da
angiografia da artéria, que detecta a presenca de doencga da artéria coronaria, um
estagio patolégico mais avangado, como também avalia as medidas do fluxo de
reserva da artéria coronaria endotélio-dependentes (em resposta a infusdo de
acetilcolina) e endotélio-independentes (em resposta a infusdo de nitroglicerina)
(Anderson et al., 1995). Este teste ndo possui aplicabilidade em larga escala por ser
um teste invasivo e somente realizado em individuos sintomaticos, excluindo, por
exemplo, adultos jovens assintomaticos, mas que podem apresentar fatores de risco
para aterosclerose (Celermajer, 2008).

As desvantagens das técnicas invasivas de avaliagdo da funcdo endotelial
levaram a investigagdes sobre técnicas que permitissem acessar a fungao endotelial
de maneira ndo invasiva. Os primeiros testes desenvolvidos obtiveram a medida do
diametro de uma artéria através do uso de ultrassom antes e apds o shear stress
(produzido através da hiperemia reativa). A liberacdo do NO pelo endotélio vascular
seria em grande parte a responsavel pelo grau de dilatacdo arterial observada
(Joannides et al., 1995). Os resultados obtidos nestes testes com a medida da
dilatagdo fluxo-mediada (FMD) da artéria braquial com ultrassom se correlacionam
positivamente com os resultados encontrados com a avaliagdo por meio da
angiografia da artéria coronaria (Anderson et al., 1995). A utilizacdo da técnica néo
invasiva de analise da funcao endotelial através da FMD da artéria braquial requer
treinamento especifico, além de ser sensivel a uma série de fatores que podem
influenciar a fungdo vascular, mas que nao possuem importancia em longo prazo
para o aumento do risco de desenvolvimento da aterosclerose (Celermajer, 2008).
Por isso, ja ha padronizacédo de utilizagao desta técnica ndo invasiva de acesso da
funcdo endotelial periférica (Corretti et al., 2002).

Novos testes para a avaliagdo da funcdo endotelial ndo invasiva com uso
viavel em grande escala tém sido propostos, como a analise da onda de pulso, a
medida da velocidade da onda de pulso e a tonometria arterial periférica (PAT)
(Celermaijer, 2008). A técnica de avaliagao da fungdo vasomotora endotelial apds a
hiperemia reativa através da PAT se baseia no fato de que a disfungao endotelial
nao é restrita as artérias coronarias (Anderson et al., 1995). Este teste permite
acesso a funcao endotelial microvascular periférica por meio da mensuracdo das

modificagdes no volume de pulso arterial digital durante a hiperemia reativa (Bonetti



et al., 2003). A medida digital da hiperemia reativa € em parte mediada pelo NO
derivado do endotélio vascular (Anderson et al., 1995). Ja foi demonstrado que os
resultados desta técnica se correlacionam com as medidas da dilatacdo mediada
pelo fluxo na artéria braquial (Kuvin et al., 2003), com a resposta no fluxo sanguineo
coronariano em pacientes sem evidéncia angiografica significativa de doenga
coronariana (Bonetti et al., 2004), com a extensédo da presencga de fatores de risco
para doenga coronariana € com a presenga ou auséncia de doenga coronariana
(Kuvin, 2007).

Conforme mencionado anteriormente, alteragdes na adiposidade corporal, no
perfil lipidico, na glicemia, no estado inflamatério e na PA contribuem para o
desenvolvimento e progressao da disfungcao endotelial. Sendo assim, os provaveis
efeitos positivos do calcio dietético sobre esses fatores levam a formulagdo da
hipétese de que uma dieta com teor adequado de calcio, em comparagdo com uma
dieta deficiente em calcio, possa apresentar efeitos benéficos sobre a funcao
endotelial, e em ultima analise possa contribuir para a prevencédo da aterosclerose.
Entretanto, a relagdo entre calcio dietético e funcdo endotelial permanece ainda
pouco explorada, e os resultados dos estudos disponiveis sao inconclusivos (Bowen
et al., 2005; Wennersberg et al., 2009; Torres, 2010b).

Bowen et al. (2005) ndo observaram diferencas na redu¢cao de marcadores da
funcado endotelial (ICAM-1 e VCAM-1) em um ensaio clinico randomizado que
comparou dieta rica em calcio (2400 mg/dia) com dieta pobre em calcio (500
mg/dia). O estudo foi realizado durante 16 semanas, sendo 12 semanas de
restricdo energética seguidas de 4 semanas de equilibrio energético.

Em outro ensaio clinico randomizado com duracdo de 16 semanas o0s
participantes foram alocados em 2 grupos que realizaram restricdo caldrica durante
todo o periodo do estudo. Um grupo foi orientado a ingerir dieta rica em calcio
(1200mg/dia) enquanto o outro ingeriu dieta pobre em calcio (500mg/dia). Apods as
16 semanas de restricdo energética foi observada redugcdo nos biomarcadores da
fungdo endotelial (ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina) nos 2 grupos de intervencgéo,
alcangando significancia estatistica na dieta rica em calcio em relagdo a ICAM-1 e a
E-selectina, com uma tendéncia para VCAM-1 e na dieta pobre em calcio em
relacdo a ICAM-1 e uma tendéncia para E-selectina. Entretanto, ndo foi observada
diferenca estatisticamente significativa entre as duas intervencdes dietéticas em

relagdo a redugao nas moléculas de adesao celular (Torres, 2010b).



1.7 Justificativa

Os estudos epidemiologicos mostram de forma consistente uma associagao
inversa entre ingestao de calcio e adiposidade corporal. Entretanto, o mecanismo
exato de acdo ndo esta bem estabelecido. As principais evidéncias, provenientes de
estudos experimentais sugerem que modificagbes na [Cali podem mediar este
fendbmeno. Porém, existem poucos estudos avaliando a [Ca]i em seres humanos,
assim como a associagao entre ingestdo de calcio e [Ca]i. Da mesma forma, a
possivel associagdo entre a ingestdao habitual de calcio e/ou [Ca]i e a fungao

endotelial permanece pouco explorada.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar em mulheres a ingestdo habitual de calcio e sua associagdo com a
concentracao intracelular de calcio, a adiposidade corporal, o perfil metabdlico, os

biomarcadores inflamatorios, a pressao arterial e a fungao endotelial.

2.2 Objetivos especificos

Descrever em mulheres a associagdo da ingestdo habitual de calcio e da
concentracao intracelular de calcio com:

» a adiposidade corporal total e central;

» atoleréancia a glicose e a sensibilidade a insulina;

= o peffil lipidico (colesterol total, HDL — colesterol, LDL — colesterol e

triglicerideos);

= as concentracdes séricas de leptina;

= 0s biomarcadores inflamatérios;

» as concentragdes séricas de paratormoénio, calcitriol e calcio;

» a pressao arterial;

» afuncio endotelial.



3 METODOS

3.1 Casuistica

No periodo de maio de 2010 a agosto de 2011, foram selecionadas nas salas
de espera dos Ambulatérios de Cirurgia Plastica e Ginecologia do Hospital
Universitario Pedro Ernesto mulheres sem distingdo de IMC ou raga. As possiveis
participantes foram abordadas entre as candidatas a cirurgia plastica, ou seja, no
periodo pré-operatério ou entre aquelas em tratamento clinico ginecoloégico ou
assistidas pelo programa de planejamento familiar. A abordagem inicial consistiu em
convite para a participagdo no estudo incluindo informacbdes sobre as principais

caracteristicas do mesmao.

3.2 Critérios de inclusao

As participantes incluidas no estudo deveriam preencher os seguintes critérios:
= jdade entre 18 e 50 anos;
» assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (Apéndice A);

= sexo feminino.

3.3 Critérios de exclusao

As participantes foram excluidas do estudo de acordo com os seguintes
critérios:
» uso de drogas que possam interferir no metabolismo do calcio, no controle do
peso corporal e no perfil metabdlico;
» modificagdes recentes (nos ultimos 6 meses) no peso corporal que

significassem ganho ou perda de 5% ou mais do peso habitual;



» modificagdes recentes (nos ultimos 6 meses) na ingestédo alimentar;

» realizagdo de exercicios fisicos com frequéncia maior ou igual a 3 vezes por
semana com duragao minima de 30 minutos por dia;

= DM, infarto do miocardio ou acidente vascular encefalico nos ultimos 6 meses,
angina instavel, insuficiéncia cardiaca grave, insuficiéncia hepatica,
insuficiéncia renal, ma absorc¢ao intestinal, dislipidemia em uso de drogas ou
HAS em uso de drogas;

» fase da menopausa, gravidas ou amamentando;

= tabagismo.

3.4 Desenho do estudo

Foi conduzido um estudo observacional e transversal. Na visita VO ou visita de
selecao, as mulheres que concordaram em participar do estudo foram submetidas a
entrevista abordando os critérios de inclusdo e exclusdo (Apéndice B). Nesta
ocasiao, as participantes selecionadas receberam as orientagdes necessarias para
comparecer a visita de avaliagado ou V1. Estas orientagdes incluiam: 1) preparo para
avaliagcdo da adiposidade corporal, para a coleta de sangue e para avaliacdo da
funcao endotelial (Apéndice C); e 2) orientagbes para coleta da urina de 12 h
(Apéndice D).

Em V1, todas as avaliacbes foram realizadas no Laboratério de Pesquisa Clinica
da Disciplina de Fisiopatologia Clinica e Experimental - CLINEX e consistiram em:
avaliagdo do consumo alimentar, antropométrica, da composi¢ao corporal, da [Cali,
da concentracdo intracelular de sodio, do perfil metabdlico, do metabolismo do
calcio, da atividade inflamatdria, da PA e da fungao endotelial.

Todo o processamento de sangue foi feito atendendo as especificacdes proprias
de cada variavel. Aliquotas de plasma e soro foram estocadas a — 20°C ou a — 70°C,
conforme apropriado, para as determinacdes laboratoriais.

3.5 Avaliacdo do consumo alimentar

A avaliacéo da ingest&do alimentar habitual, nos ultimos 6 meses, foi realizada

por meio de questionario de freqiéncia alimentar semi-quantitativo (QFAS) validado



por Sichieri & Everhart (1998) (Anexo A). Este questionario, com 80 itens e porgdes
usuais, foi desenvolvido para a populacdo brasileira com base em alimentos de
consumo habitual e foi validado contra métodos mais acurados. Utilizando-se este
instrumento foi possivel determinar a ingestdo habitual diaria de: energia (Kcal),
proteinas (g), carboidratos (g), lipidios (g), AG saturados (g), AG monoinsaturados
(g9), AG poliinsaturados (g), fibras alimentares (g), calcio (mg) e colesterol (mg).
Foram utilizados o software SAS® e a Tabela Brasileira de Composi¢cao de
Alimentos (TACO; UNICAMP, 2011) para analise dos QFASs.

A ingestdo de alcool foi considerada quando informada com frequéncia

minima de 1 vez/més.

3.6 Avaliacdo antropomeétrica

A avaliacdo antropométrica foi realizada por meio das seguintes medidas:

peso corporal (kg), estatura (m), PC (cm) e perimetro do quadril (PQ; cm).

3.6.1 Peso, estatura e indice de massa corporal

As afericbes de peso (com precisdo de 0,1 kg) e estatura (com precisdo de
0,5 cm) foram realizadas em balanga digital da marca Filizola® com estadidmetro,
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).

3.6.2 Perimetro da cintura, perimetro do quadril, razio cintura quadril e razio cintura

estatura

Os perimetros da cintura e do quadril foram medidos com os pacientes em pé
e com o auxilio de uma fita métrica inextensivel. O PC foi determinado no ponto
meédio entre a ultima costela e a crista iliaca, mantendo-se a fita paralela ao chéo,
sem comprimir a pele, ao final de uma expiragdo normal, com o abdémen relaxado

(WHO, 2000). O PQ foi medido na maior circunferéncia na extensao posterior das



nadegas. A razdo cintura quadril (RCQ) foi obtida pela divisdo do PC pelo PQ. A

raz&o cintura estatura (RCE) foi obtida pela divisdo do PC (cm) pela estatura (cm).

3.7 Avaliagcéo da adiposidade corporal

A avaliagao da adiposidade corporal foi realizada por meio do método de
bioimpedancia elétrica (BIA), utilizando-se o analisador de gordura corporal
tetrapolar Biodynamics® modelo 450 (Biodynamics Corp., Seattle, WA, USA). Em VO
as voluntarias selecionadas foram orientadas a ndo consumir alimentos com
quantidade significativa de cafeina como café e chas, além de refrigerantes a base
de cola e bebidas alcodlicas, com base nas recomendag¢des da European Society of
Parenteral and Enteral Nutrition (ESPEN) (Kyle et al., 2004). As voluntarias foram
orientadas a guardar jejum de 12 h, periodo este que garante condicbes adequadas
para a coleta de sangue para realizacdo das analises bioquimicas e para avaliagao
da adiposidade corporal pela BIA.

Ainda de acordo com as recomendagdoes da ESPEN (Kyle et al., 2004),
imediatamente antes da avaliacdo por BIA, foi solicitado que as participantes
esvaziassem a bexiga. Para a realizagao desta avaliagao, os eletrodos foram fixados
do lado direito do corpo e a participantes posicionadas da seguinte maneira:

» deitadas sobre uma maca para exames, sem sapatos e meias;

» livre de qualquer metal em contato com o corpo (cintos, bijuterias, entre
outros);

= com o0s bracos separados do corpo num angulo aproximado de 30° e as

pernas separadas entre si num angulo de mais ou menos 40°.

3.8 Avaliacdo do metabolismo glicidico

A glicemia de jejum foi determinada pelo método da glicose oxidase, por

técnica automatizada.



A insulina plasmatica de jejum foi mensurada por radioimunoensaio usando o
Kit comercial HI-14K Human Insulin Specific, (EMD Millipore Corporation, Billerica,
MA, USA), especifico para insulina humana. Os valores foram expressos em pU/ml.

O indice de resisténcia a insulina foi obtido utilizando-se a férmula da
Avaliagdo do Modelo Homeostatico (HOMA-IR), na qual a resisténcia € determinada
pelo produto da insulinemia de jejum (pU/ml) e da glicemia de jejum (mmol/l) dividido
por 22,5. Este indice apresenta alta correlagdo com o “clamping” euglicémico

hiperinsulinémico (Mathews et al., 1985; Avignon et al., 1999).

3.9 Avaliacéo do perfil lipidico e leptina

Colesterol total, HDL-colesterol e triglicerideos foram dosados pelo método
enzimatico, por técnica automatizada, pelos seguintes meétodos, respectivamente:
colesterol oxidase/peroxidase, detergente  direto e  glicerol fosfato
oxidase/peroxidase.

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

A leptina sérica de jejum foi medida por radioimunoensaio usando kit HL-81K
Human Leptin (EMD Millipore Corporation, Billerica, MA, USA), especifico para

leptina humana (Zhongmin, 1996). Os valores foram expressos em ng/ml.

3.10 Avaliagdo do metabolismo do calcio

Os niveis séricos e a excrecao 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). A excrecdo urinaria de calcio foi avaliada por meio da raz&o entre
concentragéo de calcio urinario (mg/dl) e creatinina urinaria (mg/dl).

A creatinina sérica foi dosada pelo método cinético.



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

Proteinas totais (g/dl) + 6

Os niveis séricos de PTH (molécula intacta) foram determinados por meio do
método ELISA, com Kit comercial E90866HuU Human PTH ELISA (Uscn Life Science
Inc., Missouri, USA). Os valores foram expressos em pg/ml.

As concentracgdes séricas de calcitriol foram avaliadas por ELISA utilizando o
Kit E90467Ge Hu 1 ELISA para 1,25 vitamina D3 (Uscn Life Science Inc., Missouri,
USA). Os valores foram expressos em pg/ml.

A concentracao intraeritrocitaria de calcio foi mensurada pelo método de
Cheng et al. modificado (1987). Neste método, uma amostra de sangue é injetada
em um tubo de microhematocrito heparinizado e centrifugada durante dez minutos.
Depois, 20 ul de um pacote de hemacias do tubo séo cortados e diluidos em 2 ml de
acido cloridrico a 0,1N. A concentragao do calcio desse hemolisado foi entdo medida

por espectrémetro de absorgao atébmica.

3.11 Avaliacédo do sédio intracelular

O conteudo de sédio intraeritrocitario foi mensurado pelo método de Cheng et
al. modificado (1987). Pelo referido método, uma amostra de sangue é injetada em
um tudo de microhematécrito heparinizado e centrifugado durante dez minutos.
Depois, 20 ul de um pacote de hemacias do tubo sio cortados e diluidos em 2 ml de
acido cloridrico. A concentragao de sddio desse hemolisado é entdo mensurada por

fotometria de chama.

3.12 Avaliacéo da presséao arterial e da frequéncia cardiaca



A PA e a frequéncia cardiaca foram mensuradas por meio de método
oscilométrico, sendo utilizado o equipamento Dinamap® - Vital Signs Monitor 1846
(Critikon, Tampa, FL, USA). Os valores utilizados representam a média aritmética de
3 medidas, tomadas no brago ndo dominante, com intervalos de 3 minutos entre

elas, obtidas com o paciente sentado apds pelo menos 5 minutos de repouso.

3.13 Avaliacédo da atividade inflamatoria

A atividade inflamatdria foi avaliada por meio dos niveis circulantes de proteina
C-reativa ultra-sensivel (PCR-US) e adiponectina.

A determinagao da concentragéo sérica da PCR-US (mg/dl) foi realizada por
método de turbidimetria, utilizando o Kit C-reactive protein ELISA (Helica Biosystems
Inc, Fullerton, CA, USA), e o aparelho Analisador Automatico A15, (Helica
Biosystems Inc, Fullerton, CA, USA).

A concentragdo de adiponectina plasmatica (ng/ml) foi determinada pelo
método luminex, usando kit HCVD1-67AK-04 (EMD Millipore Corporation, Billerica,
MA, USA) especifico para adiponectina humana. Os valores obtidos foram divididos

por 1.000, sendo expressos em pg/ml.

3.14 Avaliacdo da funcao endotelial

3.14.1 Tonometria arterial periférica

A fungdo endotelial foi avaliada por tonometria arterial periférica (PAT),
utilizando-se o equipamento Endo-PAT 2000 (ltamar Medical Ltd, Caesarea, Israel).
Este método foi aprovado pelo Food and Drug Administration e certificado pelo
Consultants Europe para uso como um auxilio diagndstico em pacientes com sinais

e sintomas de doenca coronariana isquémica (Barac et al., 2007).



Os dados obtidos pelo Endo-PAT 2000 s&o analisados em um computador de
forma independente do operador (Bonetti et al., 2003). Trata-se de método nao
invasivo que oferece a possibilidade de uma avaliacdo rapida e facil da fungao
endotelial microvascular periférica por mensurar as modificagdes no volume de pulso
arterial digital durante a hiperemia reativa (Bonetti et al., 2003). A utilizagcao deste
equipamento para avaliagao da PAT foi validada e o mesmo vem sendo utilizado
como metodologia de analise da funcao endotelial, e as alteragdes do ténus vascular
detectadas pelo método PAT tem se associado com resultados de medidas de
dilatacdo mediada pelo fluxo, considerada técnica padrao ouro para este tipo de
avaliacao (Agewall et al., 2001; Correti et al., 2002; Bonetti et al., 2004; Kuvin et al.,
2003; Faizi et al., 2009; Rubinshtein et al., 2009).

Neste método, bio-sensores na ponta dos dedos sao utilizados para tomada
de medidas de mudancas mediadas pelo endotélio no tdnus vascular periférico.
Estas mudancgas no tbnus sao desencadeadas apds uma oclusao padréo da artéria
braquial, por meio da insuflacdo de um manguito de PA 60 mmHg acima da PA
sistélica (nunca superior a 200 mm Hg), por 5 minutos. A isquemia provocada por
esta oclusao cria uma resposta de hiperemia reativa. As medidas do outro braco,
que nao sofre oclusdo, séo utilizadas como controle para as mudangas nao-
dependentes de endotélio no tbnus vascular. Em sintese, o método registra as
modificagdes no ténus vascular em 3 fases distintas: periodo basal (5 minutos);
periodo de oclusao arterial (5 minutos); e periodo pds oclusao (5 minutos). A relagcao
entre as medidas obtidas nesses trés periodos é calculada automaticamente e gera
o indice de hiperemia reativa (RHI). Para classificagdo dos individuos quanto ao RHI
ja foram sugeridos na literatura os pontos de corte de 1,67 (Syvanen et al., 2011) e
1,35 (Bonetti et al.,, 2004), abaixo dos quais seriam identificados pacientes com
disfuncdo endotelial. Entretanto, ainda n&o ha consenso sobre a definicdo destes

pontos de corte.



Figura 2. Avaliagao da fungao endotelial com o Endo-PAT 2000°.

3.14.2 Moléculas de adesédo vascular

A funcado endotelial também foi avaliada por meio da determinagao dos
niveis circulantes de ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina. A determinagdao destas
moléculas foi realizada por meio do método luminex, em conjunto com a
adiponectina, utilizando-se o kit HCVD1-67AK-04 (EMD Millipore Corporation,
Billerica, MA, USA).

3.15 Analise estatistica dos dados

Para testar a possivel associagdo da ingestdo de calcio dietético com os
parametros de interesse, as participantes foram estratificadas em 2 grupos de
acordo com sua ingestdo habitual de calcio dietético, que variou de 146,48 a

1647,43 mg/dia. A mediana da ingestdao de calcio de todas as participantes do



estudo foi de 632,09 mg de calcio. Sendo assim, as mulheres foram classificadas em
dois grupos de acordo com sua ingestdo habitual de calcio dietético: foram alocadas
no grupo com baixa ingestdo de calcio (BIC) aquelas com ingestdo de calcio
dietético < 600mg/dia, e no grupo com alta ingestao de calcio (AIC) aquelas com
ingestao = 600mg/dia.

As médias aritméticas e seus respectivos desvios padrdes foram utilizados
para descricdo das variaveis continuas, que foram comparadas entre os dois grupos
usando o teste t de Student ndo pareado. A regressao linear multipla foi utilizada
com o objetivo de ajustar para fatores de confundimento.

A apresentacdo das variaveis categoricas foi realizada através do numero
absoluto e freqtiéncia relativa. O teste qui-quadrado foi usado para comparagdes
entre proporgdes.

As variaveis que nao apresentaram distribuicdo normal, cuja verificagao foi
realizada através do teste de Shapiro-Wilk, foram transformadas em logaritmo. As
variaveis que nao apresentaram distribuicdo normal foram: idade, peso corporal,
IMC, PC, PQ, RCE, PA sistdlica, frequéncia cardiaca, glicose, triglicerideos, proteina
total, PCR, calcio intracelular, RHI, leptina, insulina, HOMA-IR, adiponectina, ICAM,
E-selectina, PTH, energia, proteinas, glicidios, lipidios, colesterol e calcio dietéticos.

O calcio intracelular foi analisado como variavel continua e sua associagao
com o calcio dietético e com as demais variaveis de interesse foi avaliada utilizando-
se a correlacdo de Pearson. Correlagdes parciais controlaram as analises para
diferentes fatores de confundimento.

A regressao logistica multipla foi utilizada para identificar a existéncia de
associacgdes entre a ingestdo de calcio e a presenca de excesso de peso corporal,
obesidade, obesidade abdominal, PA acima dos valores considerados adequados,
dislipidemia, hiperglicemia e resisténcia a insulina. O excesso de peso foi
identificado pelo IMC maior ou igual a 25 kg/m?. As participantes foram consideradas
obesas quando apresentavam IMC minimo de 30 kg/m? (WHO, 2000) e a obesidade
abdominal foi definida por PC maior que 88 cm (NCEP, 2001), RCQ maior que 0,85
e RCE maior que 0,53 (Pitanga & Lessa, 2006). Quando superiores a 120 e 80 mm
Hg respectivamente, PA sistdlica e diastdlica foram consideradas acima do
recomendado (Sociedade Brasileira de Hipertensdo, 2010). O diagndstico de
dislipidemia foi baseado nos critéerios do NCEP (NCEP, 2001): 1)

hipercolesterolemia, quando colesterol total =2 200 mg/dL; 2) LDL-colesterol elevado,



quando LDL-colesterol 2130 mg/dl; 3) HDL-colesterol baixo, quando HDL-colesterol
< 60 mg/dl; 4) hipertrigliceridemia, quando triglicerideos 2150 mg/dl). A hiperglicemia
foi definida como niveis de glicemia de jejum de no minimo 100 mg/dl (ADA, 2009) e
a resisténcia a insulina quando o HOMA-IR foi de no minimo 4,65 (Sociedade
Brasileira de Diabetes, 2009).

Foram excluidas dos calculos estatisticos finais mulheres cuja analise do QFA
sugeriu auséncia de plausibilidade bioldgica, ou seja, aquelas com ingestao
energética diaria estimada em < 600 Kcal ou > 3.500 Kcal (Subar et al., 2001). Desta
forma, 3 participantes foram excluidas das analises estatisticas. Uma quarta
participante foi excluida por referir cessagado do tabagismo ha menos de 6 meses
apods a realizagao das avaliagdes.

O tamanho da amostra foi calculado com base no estudo realizado por Torres
et. al. (2011), no qual foram observados valores significativamente mais elevados de
IMC no grupo de pacientes com baixa ingestdo de calcio em comparagdo com o
grupo de pacientes com elevada ingestdo deste mineral (30,81 £ 0,93 vs. 28,12 +
1,01; p = 0,03). Foram considerados erro tipo | de 0,05 e erro tipo Il de 0,20. Nestas
condigbes o tamanho minimo da amostra deveria ser de 32 pacientes em cada
grupo de ingestéo de calcio.

O nivel de significancia estatistica adotado foi p < 0,05. A analise estatistica

foi realizada com o software STATA 10.0.

3.16 Questdes éticas

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital Universitario Pedro Ernesto (1152-CEP/HUPE — CAAE: 0039.0.228.000-08)
antes do inicio de sua realizagdo (Anexo B). Todos os participantes assinaram o
termo de consentimento livre e esclarecido, apds esclarecimento sobre os objetivos

e métodos do estudo, e antes de qualquer procedimento.



4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas da populacéo do estudo

No periodo compreendido entre maio de 2010 e agosto de 2012, 268
mulheres foram abordadas e entrevistadas. Dentre essas mulheres, 96 preencheram
os critérios de elegibilidade, sendo agendadas para a realizagdo das avaliagdes do
estudo (V1) no Laboratorio de Pesquisa Clinica do Clinex. Das 96 mulheres
selecionadas, 16 n&do compareceram no dia marcado, sendo incluidas no estudo 80
mulheres. Dessas 80 mulheres, 4 foram excluidas das analises estatisticas,
conforme exposto anteriormente, restando 76 voluntarias que foram efetivamente
incluidas no estudo e nas analises estatisticas finais. Apds a estratificacdo da
amostra, de acordo com a ingestdao habitual de calcio, 32 participantes foram

incluidas no grupo BIC e 44 no grupo AIC (Figura 3).

Entrevista (VO)
(n=268)

Exclusdo por inadequacdo aos critérios de
inclusdo e exclusdo (n=172)

Selegdo (n=96)

Desisténcia ou falta
(n=16)

Visita de avaliagdo (V1) (n = 80)

Exclusdo (n = 4):

Auséncia de plausibilidade bioldgica na ingestdo
energética(n = 3)

Cessacdo de tabagismo menos de 6 meses (n=1)

Analisesestatisticas

finais (n=76)
Grupo baixaingestio Grupo altaingestdo
de calcio(n=32) de calcio (n = 44)

Figura 3. Representacido esquematica do fluxo de voluntarias



As mulheres do estudo apresentaram média de idade de 31,4 £ 8,7 anos. A
analise comparativa dos 2 grupos de ingestdo de calcio revelou que os mesmos
apresentavam idade, raga e ingestao de alcool semelhantes. Nao foram observadas
diferengas significativas entre os grupos em relagdao as concentragdes plasmaticas
de creatinina, proteinas totais, albumina e globulina. A concentrag&o sérica do calcio
(total e ionizado) e a excrecdo urinaria deste cation ndo foram diferentes entre os
grupos. Quanto ao aos horménios calciotroficos, apenas o calcitriol foi
significativamente diferente entre os grupos, sendo este maior no grupo BIC que no

grupo AIC, conforme esperado (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas das participantes do estudo, de acordo com a ingestao de

calcio
Caracteristica Grupo BIC Grupo AIC p
(n=32) (n =44)

Idade (anos) 31,40 £ 7,84 31,39 £ 9,49 0,86
Raga nao branca (n; %) 11 (34,37%) 15 (34,09%) 0,98
Ingestao de alcool (n; %) 3 (9,38%) 7 (15,91%) 0,41
Creatinina (mg/dl) 0,84 + 0,23 0,83+0,18 0,79
Proteinas totais (g/dl) 7,03 £ 0,50 6,96 £ 0,73 0,54
Albumina (g/dl) 3,95+0,35 3,89+ 0,62 0,50
Globulina (g/dl) 3,16 + 0,48 3,07 + 0,47 0,41
Calcio sérico total (mg/dl) 9,37 £ 0,77 9,18 £ 0,75 0,27
Calcio sérico ionizado (mg/dl) 414 + 0,31 4,07 £0,28 0,35
Ca/Cr urinaria 0,15+ 0,09 0,18 £ 0,02 0,69
Paratorménio (pg/ml) 6,20 + 2,82 541+ 2,32 0,17
Calcitriol (pg/ml) 239,21 £ 135,17 179,53 + 89,71 0,04

Os valores sédo expressos como média + desvio padrdo da média, valor absoluto ou percentual.

Grupo BIC = baixa ingestao de calcio (< 600 mg/dia); Grupo AIC = alta ingestao de calcio (> 600 mg/dia).
Ca/Cr urinaria=razao calcio urinario creatinina urinaria.

Valor p = Grupo BIC vs. Grupo AIC.

4.2 Avaliacao do consumo alimentar

A ingestéo diaria habitual de nutrientes das participantes deste estudo pode
ser observada na Tabela 2. A ingestdo de energia, proteinas, carboidratos, lipidios,
AG saturados, AG monoinsaturados e colesterol foi significativamente maior no
grupo AIC em comparagdo com o grupo BIC, acompanhando a maior ingestdo de

calcio dietético que define este grupo.



Tabela 2. Ingestao diaria habitual de nutrientes, de acordo com a ingestéo de calcio.

Grupo BIC Grupo AIC p
(n=32) (n =44)
Valor energético total (Kcal/dia) 1236,5 £ 1713,5+578,0 <0,01
283,53
Proteinas (g/dia) 69,69+ 19,14 81,76 +27,23 0,04
Carboidratos (g/dia) 142,87 + 33,70 211,74 £ 81,01 <0,01
Lipideos (g/dia) 42,80 +£13,39 61,13+22,69 <0,01
AG saturados (g/dia) 17,07 £ 4,99 26,00 +£8,68 <0,01
AG poliinsaturados (g/dia) 6,45+ 2,78 7,63 +£2,95 0,08
AG monoinsaturados (g/dia) 11,82 + 4,22 15,33 + 5,89 <0,01
Colesterol (mg/dia) 283,12 £ 98,03 368,51 0,02
191,17
Calcio (mg/dia) 419,77 845,56 + <0,01
123,82 252,09

Os valores s&do expressos como média + desvio padrdo da média.

Grupo BIC = baixa ingestéo de calcio (< 600 mg/dia); Grupo AIC = alta ingestéo de calcio (> 600 mg/dia).
AG = acidos graxos.

Valor p = Grupo BIC vs. Grupo AIC.

4.3 Avaliacdo antropométrica e da composicao corporal

As participantes do grupo BIC em comparagao com as participantes do grupo
AIC, nao apresentaram diferengas significativas em relacdo aos parametros
antropométricos e da composi¢cao corporal avaliados no presente estudo: peso
corporal, estatura, IMC, PC, PQ, RCQ, RCE e percentual de gordura corporal.
Entretanto, apds ajustes para fatores que podem interferir no estado nutricional,
como idade e ingestao de energia, o grupo BIC em comparagdo com o grupo AIC
apresentou valores significativamente mais elevados de peso corporal, IMC, PC,
RCE e percentual de gordura corporal. Esta diferenga significativa entre os grupos
foi mantida apds ajustes adicionais para ingestao de bebida alcodlica, proteinas,
carboidratos e lipidios (Tabela 3).



Tabela 3. Variaveis antropométricas e da adiposidade corporal das participantes do

estudo, de acordo com a ingestao de calcio.

Grupo BIC Grupo AIC p p* p**

(n =32) (n =44)

Peso corporal (kg) 69,28 + 16,19 65,66 + 14,10 0,34 0,03 0,03
Estatura (m) 1,60 £ 0,54 1,60 + 0,56 0,89 - -
indice de massa corporal 26,96 £ 6,01 2564 +£532 0,35 0,02 0,02
(kg/m?)

Perimetro da cintura (cm) 87,79+15,26 84,35+1364 0,34 0,03 0,04
Perimetro do quadril (cm) 103,26 + 9,05 101,23 £ 0,62 0,36 0,29

10,05

Razao cintura quadril 0,84 + 0,08 0,83 £ 0,07 0,44 011 0,13
Razao cintura estatura 0,54 + 0,09 0,52 + 0,08 0,35 0,03 0,02
Gordura corporal (%) 33,26 + 5,55 31,05+59 0,11 0,002 <0,01

Os valores sdo expressos como média + desvio padrao da média

Grupo BIC = baixa ingestao de calcio (< 600 mg/dia); Grupo AIC = alta ingestao de calcio (> 600 mg/dia).
Valor p = Grupo BIC vs. Grupo AIC

* apos ajustes para idade e ingestdo de energia

** ap0s ajustes para idade e ingestao de energia, bebida alcodlica, proteinas, carboidratos e lipidios.

4.4 Avaliacao do perfil metabdlico e inflamatoério

Quanto ao perfil metabdlico, as varaveis relacionadas ao metabolismo dos
carboidratos (glicose, insulina e HOMA-IR) nao foram diferentes entre os grupos.
ApOs ajustes para idade e ingestdo energética, a insulina plasmatica e o HOMA-IR
apresentaram valores significativamente mais elevados no grupo BIC em
comparagao com o grupo AIC. Ajustes adicionais para ingestado de bebida alcodlica,
proteinas, glicidios e lipidios nao alteraram o achado de diferenca significativa entre
os grupos (Tabela 4). Na Tabela 4 estao apresentados também os resultados das
variaveis estudadas relacionadas ao metabolismo lipidico. Nenhuma dessas
variaveis foi diferente entre os grupos. O ajuste para os mesmos fatores de
confundimento citados anteriormente (idade, ingestdo de energia, bebida alcodlica,
proteinas, glicidios e lipidios) revelou que os participantes do grupo BIC em
comparagdo com o0s participantes do grupo AIC apresentavam valores

significativamente mais baixos de HDL-colesterol e mais altos de leptina.



Tabela 4. Variaveis metabdlicas das participantes do estudo, de acordo com a

ingestao de calcio.

Grupo BIC Grupo AIC p p* p**
(n=32) (n =44)
Glicose (mg/dl) 83+10 84 + 29 0,74 0,35 0,56
Insulina (uU/ml) 27,20 £ 16,17 2262+9,14 0,24 0,03 0,02
HOMA-IR 5,70 + 3,49 4,69 + 2,31 0,24 0,02 0,02
Colesterol total (mg/dl) 186 + 29 192 £ 45 0,52 0,19 0,15
HDL-colesterol (mg/dl) 52 +12 58 + 12 0,05 <0,01 <0,0
1

LDL-colesterol (mg/dl) 112 + 28 110 + 38 0,77 0,95 0,92
Triglicerideos (mg/dl) 100 £ 40 108 £ 57 0,88 0,58 0,39
Leptina (ng/ml) 2491 + 13,95 21,51+1438 0,26 0,02 0,01

Os valores s&do expressos como média + desvio padrdo da média.

Grupo BIC = baixa ingestéo de calcio (< 600 mg/dia); Grupo AIC = alta ingestéo de calcio (> 600 mg/dia).
HDL = lipoproteina de alta densidade, LDL = lipoproteina de baixa densidade

Valor p = Grupo BIC vs. Grupo AIC.

* apos ajustes para idade e ingestédo de energia.

** apos ajustes para idade e ingestdo de energia, bebida alcodlica, proteinas, carboidratos e lipidios.

Na comparagdo das variaveis do perfil lipidico entre os grupos, foram
realizados também ajustes para ingestdo de AG saturados e ajustes adicionais para
ingestao de acidos graxos polinsaturados, monoinsaturados e de colesterol, ja que a
ingestao dos diferentes tipos de acidos graxos também foi diferente entre os grupos.
ApoOs estes ajustes a diferenca observada entre os dois grupos quanto ao HDL-

colesterol deixou de ser significativa (Tabela 5).

Tabela 5. Variaveis do metabolismo lipidico de acordo com a ingestdo de calcio,
ajustando para ingestao de lipidios.

Grupo BIC Grupo AIC pr** prrex

(n=32) (n = 44)
Colesterol total (mg/dl) 186 £ 29 192 £ 45 0,80 0,52
HDL-colesterol (mg/dl) 52 +12 58 + 12 0,05 0,20
LDL-colesterol (mg/dl) 112 £ 28 110 £ 38 0,33 0,28
Triglicerideos (mg/dl) 100 + 40 108 + 57 0,85 0,68

Os valores sdo expressos como média + desvio padréo da média.

Grupo BIC = baixa ingestéo de célcio (< 600 mg/dia); Grupo AIC = alta ingestéo de calcio (> 600 mg/dia).
HDL = lipoproteina de alta densidade, LDL = lipoproteina de baixa densidade

Valor p = Grupo BIC vs. Grupo AIC.

*** apos ajustes para idade e ingestao de energia, bebida alcodlica, proteinas, carboidratos, lipidios e acidos
graxos saturados.

**** apos ajustes para idade e ingestao de energia, bebida alcodlica, proteinas, carboidratos, lipidios, acidos
graxos saturados, acidos graxos monoinsaturados, acidos graxos polinsaturados e colesterol.



Na Tabela 6 encontram-se os resultados das analises das variaveis
inflamatorias, PCR-US e adiponectina, que foram semelhantes entre os grupos.
ApoOs ajustes para idade e ingestdo de energia a adiponectina passou a ser
significativamente menor no grupo BIC que no grupo AIC. Esta diferengca manteve-
se significativa apds ajustes adicionais para ingestdo de bebida alcodlica, proteinas,

carboidratos e lipidios.

Tabela 6. Variaveis inflamatdrias de acordo com a ingestao de calcio.

Grupo BIC Grupo AIC p p* p**
(n =32) (n =44)
PCR-US (mg/dl) 0,54 £ 0,92 0,47 + 0,49 0,85 0,51 0,35
Adiponectina 31,9+194 34,6 +19,5 0,49 <0,01 <0,01

(ug/ml)
Os valores sdo expressos como média + desvio padréo da média.
Grupo BIC = baixa ingestao de calcio (< 600 mg/dia); Grupo AIC = alta ingestéo de calcio (> 600 mg/dia).
PCR-US=Proteina C reativa ultra-sensivel.
Valor p = Grupo BIC vs. Grupo AIC.
* apos ajustes para idade e ingestédo de energia.
** ap0s ajustes para idade e ingestao de energia, bebida alcodlica, proteinas, carboidratos e lipidios.

A média da [Ca]i das participantes do estudo foi de 9,33 + 2,65 mEq/l/célula.
As participantes alocadas nos dois grupos de ingestdo de calcio dietético

apresentaram [Ca]i semelhante (Figura 4).
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Figura 4. Valores médios do calcio intracelular, de acordo com a ingest&o de calcio.
Grupo BIC = baixa ingestéo de calcio (< 600 mg/dia); Grupo AIC = alta ingestéo de calcio (> 600 mg/dia).



Na Figura 5 pode-se observar o resultado da analise de correlagdo entre a

ingestao habitual de calcio e a [Cali. Entre as participantes deste estudo n&o houve

associagao significativa entre essas duas variaveis.
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Figura 5. Correlagao entre o calcio dietético e o calcio intracelular (n = 74).

Da mesma forma néao foi observada diferenga significativa entre os 2 grupos

em relagao a concentracgao intracelular de sédio (Figura 6).
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Figura 6. Valores médios do sédio intracelular, de acordo com a ingestao de calcio.

Grupo BIC = baixa ingestéo de calcio (< 600 mg/dia); Grupo AIC = alta ingestéo de calcio (> 600 mg/dia).



4.5 Avaliacao da presséo arterial

A Tabela 7 traz os valores médios da PA e da frequéncia cardiaca. Nao foram
observadas diferengas entre os grupos em relagao a PA sistolica, PA diastélica, PA
meédia e frequéncia cardiaca. Entretanto, apds ajustes para idade e ingestdo de
energia; e apo0s ajustes adicionais para ingestdo de bebida alcodlica, proteinas,
glicidios e lipidios, as mulheres do grupo BIC apresentaram valores de PA diastdlica

e PA média significativamente mais elevados que as do grupo AlC.

Tabela 7. Valores médios da pressao arterial e da frequéncia cardiaca de acordo

com a ingestao de calcio

Grupo BIC Grupo AIC p p* p**

(n =32) (n =44)
PA sistolica (mmHg) 106,73 103,53 0,72 0,78 0,77
13,95 12,80
PA diastélica (mmHg) 72,42 +11,24 68,19+10,83 0,10 0,02 0,04
PA média (mmHg) 83,86 + 11,70 80,13+10,94 0,16 0,03 0,04
Frequéncia cardiaca 73,69+950 76,47+893 0,17 0,24 -

(bpm)
Os valores sdo expressos como média + desvio padréo da média.
Grupo BIC = baixa ingestéo de calcio (< 600 mg/dia); Grupo AIC = alta ingestédo de calcio (> 600 mg/dia); PA =
presséao arterial.
Valor p = Grupo BIC vs. Grupo AIC.
* apos ajustes para idade e ingestao de energia.
** ap0s ajustes para idade e ingestao de energia, bebida alcodlica, proteinas, carboidratos e lipidios.

4.6 Avaliacao da fungcéo endotelial

A avaliacdo da funcdo endotelial, por meio do método da PAT, revelou
auséncia de diferenca estatisticamente significativa nos valores médios de RHI entre
os 2 grupos (Figura 7). Apos ajustes para fatores que podem interferir na fungao
endotelial, essa diferenga manteve-se n&o significativa (ajustes para idade e
ingestao energética, p = 0,18; ajustes para idade, ingestdo energética, de bebida

alcodlica, de proteinas, glicidios e lipidios, p = 0,20).
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Figura 7. Valores médios do indice de hiperemia reativa, de acordo com a ingestéo

de calcio.
Grupo BIC = baixa ingestao de calcio (< 600 mg/dia); Grupo AIC = alta ingestao de calcio (> 600 mg/dia).

Em relacdo as moléculas de adesdo vascular, foi observada diferencga
significativa entre os grupos apenas quanto a VCAM-1, sendo esta menor no grupo
BIC em comparagao com o grupo AIC. Esta diferenga foi mantida mesmo apos
ajustes para fatores que podem interferir na fungao endotelial, conforme observado

na Tabela 8.

Tabela 8. Valores médios das moléculas de adesao vascular, de acordo com a

ingestao de calcio.

Grupo BIC Grupo AIC p p* p**
(n=32) (n =44)

ICAM-1 (ng/ml) 256,06 + 94,28 263,34 + 0,76 0,63 0,50
127,29

VCAM-1 (ng/ml) 1138,83 + 1255,69 + 0,03 0,04 0,03
210,79 242,42

E-selectina 64,21 + 30,93 7491 +£30,93 0,24 0,32 0,31

(ng/ml)
Os valores sdo expressos como média + desvio padréo da média.
Grupo BIC = baixa ingestao de calcio (< 600 mg/dia); Grupo AIC = alta ingestao de calcio (> 600 mg/dia).
Valor p = Grupo BIC vs. Grupo AIC.
* apos ajustes para idade e ingestédo de energia
** apos ajustes para idade e ingestdo de energia, bebida alcodlica, proteinas, carboidratos e lipidios.
ICAM-1 = molécula de adesao intracelular-1, VCAM-1 = molécula de ades&o celular vascular-1.

4.7 Andlises de correlacdo entre a concentragdo intracelular de calcio e

parametros do estado nutricional, variaveis metabdlicas e presséao arterial



As analises de correlacdo entre a [Cali e os parametros do estado nutricional,
as variaveis bioquimicas e a PA estdo apresentadas na Tabela 9. Pode-se observar
que a [Cali foi diretamente associada apenas com a razao calcio creatinina urinaria.
Nao foram observadas associagdes significativas entre a [Ca]i e as demais variaveis

avaliadas no estudo, mesmo apos ajustes para fatores de confundimento.

Tabela 9. Correlagbes da concentragao intracelular de célcio com parametros do

estado nutricional, variaveis bioquimicas e pressao arterial.

Correlagao Correlagao Correlagao
parcial® parcial**

r P r P r P
Peso corporal (kg) 0,004 0,97 -0,07 0,57 -0,12 0,34
IMC (Kg/m?) 0,06 0,63 0,02 0,87 0,07 0,56
Perimetro da cintura (cm) 0,10 0,39 -0,03 0,80 0,02 0,88
Perimetro do quadril (cm) 0,01 0,94 -0,07 0,60 -0,13 0,29
Razao cintura quadril 0,15 0,19 0,10 0,40 0,15 0,21
Razao cintura estatura 0,13 0,29 0,06 0,61 0,05 0,68
Gordura corporal (%) 0,14 0,22 0,09 0,47 0,05 0,70
Glicose (mg/dl) 0,007 0,95 -0,03 0,80 -0,08 0,54
Insulina (uU/ml) 0,04 0,73 -0,01 0,95 0,02 0,87
HOMA-IR 0,04 0,74 -0,02 0,88 -0,01 0,94
Colesterol total (mg/dl) 0,01 0,92 -0,02 0,85 -0,02 0,89
HDL-colesterol (mg/dl) -0,01 0,95 0,03 0,80 0,04 0,75
LDL-colesterol (mg/dl) 0,02 0,85 -0,02 0,85 -0,02 0,90
Triglicerideos (mg/dl) 0,07 0,56 0,05 0,68 0,02 0,85
Leptina (ng/ml) 0,08 0,50 0,03 0,81 -0,01 0,93
PCR - US (mg/dl) -0,03 0,83 -0,06 0,62 -0,07 0,57
Adiponectina (ug/ml) -0,07 0,55 -0,04 0,75 -0,01 0,96
PA sistolica (mmHg) -0,06 0,59 -0,09 0,46 -0,15 0,23
PA diastélica (mmHg) 0,06 0,64 0,0002 0,99 0,008 0,95
PA média (mmHg) 0,05 0,66 -0,01 0,92 -0,004 0,98
ICAM-1 (ng/ml) 0,10 0,42 0,08 0,50 0,05 0,68
VCAM-1 (ng/ml) 0,11 0,35 0,12 0,33 0,17 0,16
E-selectina (ng/ml) -0,03 0,78 -0,04 0,74 -0,03 0,78
RHI 0,07 0,65 0,07 0,70 0,09 0,63
Calcitriol (pg/ml) -0,08 0,49 - - - -
PTH (pg/ml) 0,02 0,84 - - - -
Ca/Cr urinaria 0,24 0,04 - - - -

IMC=indice de massa corporal; HDL = lipoproteina de alta densidade; LDL = lipoproteina de baixa densidade;
PCR = Proteina C reativa; PA=presséao arterial; ICAM-1 = molécula de adeséo intracelular-1, VCAM-1 = molécula
de adesao celular vascular-1; PTH=paratorménio; RHI=indice de hiperemia reativa;Ca/Cr=razao calcio urinario
creatinina urinaria.

* apos ajustes para idade e ingestao de energia

** apos ajustes para idade, ingestao de energia, bebida alcodlica, proteinas, carboidratos e lipidios



4.8 Analises de odds ratio para prevaléncia de sobrepeso, obesidade, presséo

arterial elevada, dislipidemia, hiperglicemia e resisténcia a insulina.

As tabelas 10 e 11 apresentam os resultados das analises do risco (odds
ratio) de apresentar excesso de peso corporal, obesidade, PA acima dos valores
recomendados, dislipidemia, hiperglicemia e resisténcia a insulina de acordo com a
ingestao de calcio. O grupo AIC, em comparagcdo com o grupo BIC, apds ajustes
para fatores de confundimento (idade e ingestdo de energia, bebida alcodlica,
proteinas, carboidratos e lipidios) apresentou risco significativamente menor (odds
ratio) de apresentar excesso de peso, obesidade, obesidade abdominal avaliada
pelo PC, PA sistolica acima do recomendado, e resisténcia a insulina, apenas apoés
ajustes para fatores de confundimento. As mulheres do grupo AIC em comparagao
com as do grupo BIC, apos ajustes para os mesmos fatores de confundimento
citados anteriormente, apresentaram maior risco (odds ratio) para apresentar HDL-

colesterol menor que 60 mg/dl (Tabelas 10 e 11).



Tabela 10. Odds ratio (IC95%) para prevaléncia de sobrepeso, obesidade e
obesidade abdominal, de acordo com a ingestao de calcio.

Grupo BIC Grupo AIC p
(n=32) (n=44)
Sobrepeso
Numero de casos (%) 17 (53%) 16 (36%) -
Odds ratio (95% IC) 1,00 0,50 (0,20-1,27) 0,15
Ajuste multivariado * 1,00 0,10 (0,02-0,55) <0,01
Ajuste multivariado ** 1,00 0,08 (0,01-0,47) <0,01
Obesidade
Numero de casos (%) 14 (44%) 10 (23%) -
Odds ratio (95% IC) 1,00 0,38 (0,14-1,02) 0,06
Ajuste multivariado * 1,00 0,13 (0,03-0,59) <0,01
Ajuste multivariado ** 1,00 0,08 (0,02-0,46) <0,01
Obesidade abdominal (PC)
Numero de casos (%) 16 (50%) 14 (32%) -
Odds ratio (95% IC) 1,00 0,47 (0,18-1,19) 0,11
Ajuste multivariado * 1,00 0,12 (0,02-0,67) 0,02
Ajuste multivariado ** 1,00 0,10 (0,02-0,57) 0,01
Obesidade abdominal (RCQ)
Numero de casos (%) 15 (47%) 16 (36%) -
Odds ratio (95% IC) 1,00 0,78 (0,31-1,97) 0,61
Ajuste multivariado * 1,00 0,32 (0,07-1,37) 0,13
Ajuste multivariado ** 1,00 0,28 (0,06-1,30) 0,10
Obesidade abdominal (RCE)
Numero de casos (%) 16 (50%) 20 (45%)
Odds ratio (95% IC) 1,00 0,83 (0,33-2,08) 0,70
Ajuste multivariado * 1,00 0,32 (0,08-1,40) 0,13
Ajuste multivariado ** 1,00 0,23 (0,05-1,11) 0,07

Grupo BIC = baixa ingestéo de calcio (< 600 mg/dia); Grupo AIC = alta ingestéo de calcio (> 600 mg/dia); IC =
intervalo de confianga, PC = perimetro da cintura, RCQ = razao cintura quadril, RCE = razéo cintura estatura.
* apos ajustes para idade e ingestao de energia

** apos ajustes para idade e ingestdo de energia, bebida alcodlica, proteinas, carboidratos e lipidios.



Tabela 11. Odds ratio (IC95%) para prevaléncia de niveis elevados de pressao

arterial, dislipidemia, hiperglicemia e resisténcia a insulina, de acordo com a ingestao

de calcio.
Grupo BIC Grupo AIC p
(n =32) (n=44)
PA sistdlica > 120 mm Hg
Numero de casos (%) 7 (22%) 4 (9%) -
Odds ratio (95% IC) 1,00 0,36 (0,10-1,35) 0,13
Ajuste multivariado * 1,00 0,12 (0,02-0,86) 0,04
Ajuste multivariado ** 1,00 0,09 (0,01-0,74) 0,03
PA diastdlica > 80 mm Hg
Numero de casos (%) 8 (25%) 7 (16%) -
Odds ratio (95% IC) 1,00 0,57 (0,18-1,77) 0,33
Ajuste multivariado * 1,00 0,28 (,06-1,32) 0,11
Ajuste multivariado ** 1,00 0,29 (0,06-1,36) 0,12
Hipercolesterolemia
Numero de casos (%) 9 (28%) 18 (41%) -
Odds ratio (95% IC) 1,00 1,77 (0,67-4,70) 0,25
Ajuste multivariado * 1,00 3,02 (0,93-9,81) 0,07
Ajuste multivariado ** 1,00 2,48 (0,73-8,41) 0,15
LDL-colesterol elevado
Numero de casos (%) 9 (28%) 13 (30%) -
Odds ratio (95% IC) 1,00 1,07 (0,39-2,93) 0,89
Ajuste multivariado * 1,00 1,49 (0,45-5,00) 0,52
Ajuste multivariado ** 1,00 1,23 (0,33-4,56) 0,76
HDL-colesterol baixo
Numero de casos (%) 26 (81%) 22 (50%) -
Odds ratio (95% IC) 1,00 0,23 (0,08 - 0,67) <0,01
Ajuste multivariado * 1,00 0,10 (0,03-0,39) <0,01
Ajuste multivariado ** 1,00 0,11 (0,03-0,41) <0,01
Hipertrigliceridemia
Numero de casos (%) 5 (16%) 7 (16%) -
Odds ratio (95% IC) 1,00 1,02 (0,29-3,57) 0,97
Ajuste multivariado * 1,00 1,07 (0,25-4,58) 0,93
Ajuste multivariado ** 1,00 1,11 (0,24-5,07) 0,89
Hiperglicemia
Numero de casos (%) 2 (6%) 2 (5%) -
Odds ratio (95% IC) 1,00 0,71 (0,10-5,36) 0,74
Ajuste multivariado * 1,00 0,23 (0,02-3,44) 0,29
Ajuste multivariado ** 1,00 0,23 (0,01-3,85) 0,30
Resisténcia a insulina
Numero de casos (%) 17 (53%) 14 (32%) -
Odds ratio (95% IC) 1,00 0,41 (0,16-1,06) 0,06
Ajuste multivariado * 1,00 0,22 (0,06-0,75) 0,02
Ajuste multivariado ** 1,00 0,18 (0,05-0,67) 0,01

Grupo BIC = baixa ingestéo de calcio (< 600 mg/dia); Grupo AIC = alta ingestéo de calcio (> 600 mg/dia); IC =
intervalo de confianga; PA = pressao arterial.

* apos ajustes para idade e ingestao de energia

** apos ajustes para idade e ingestdo de energia, bebida alcodlica, proteinas, carboidratos e lipidios.

HDL = lipoproteina de alta densidade; LDL = lipoproteina de baixa densidade; PA=presséo arterial.



5 DISCUSSAO

Nesta amostra de mulheres brasileiras adultas estratificadas em dois grupos
de acordo com a ingestdo diaria de calcio dietético, apds ajustes para potenciais
fatores de confundimento, o grupo BIC, em comparacdo com o grupo AIC,
apresentou valores médios mais elevados de peso corporal, IMC, PC, RCE, gordura
corporal total, insulina plasmatica, HOMA-IR, leptina, PA diastélica e PA média, e
valores médios mais baixos de HDL-colesterol, adiponectina e VCAM. N&o foi
observada diferenga estatisticamente significativa entre os grupos em relagéo a [Cali
e a funcao endotelial avaliada por PAT. O grupo AIC comparado ao grupo BIC
apresentou menor risco (odds ratio) de apresentar sobrepeso, obesidade, obesidade
abdominal avaliada pelo PC, PA sistdlica acima do recomendado, HDL-colesterol
menor que 60 mg/dl e resisténcia a insulina, apos ajustes para fatores de
confundimento.

A média da ingestao de calcio do grupo total de mulheres avaliadas foi de
666,28 + 295,90 mg/dia, que é um pouco superior ao consumo médio das mulheres
brasileiras (476,4 mg/dia; IBGE, 2010) mas muito inferior a quantidade recomendada

para este sexo e faixa etaria, que € de 1000 mg/dia (IOM, 2010).

5.1 Ingestéo de calcio dietético e adiposidade corporal

A relacdo inversa entre ingestdo de calcio e/ou laticinios e adiposidade
corporal total e/ou abdominal observada no presente estudo também foi descrita em
uma série de estudos observacionais publicados na ultima década, baseados em
dados provenientes de estudos epidemiologicos, realizados com ajustes para
diferentes fatores de confundimento e conduzidos em diferentes regides geograficas
(Barr et al., 2004; Loss et al., 2004; Azadbakht et al., 2005; Mirmiram et al., 2005;
Dicker et al., 2008; Richart et al., 2010; Shahar et al., 2010).

Nas mulheres com idade superior a 18 anos avaliadas no National Health and
Nutrition Examination Survey Il (NHANES-IIl), faixa etaria semelhante a das

participantes do presente estudo, aquelas com ingestao de calcio menor que 1000



mg/dia apresentavam valores significativamente mais elevados de gordura corporal
(Barr et al., 2004). A avaliagcdo da associagao entre ingestdo de calcio (também
avaliada por QFA) e adiposidade em homens e mulheres do HERITAGE Family
Study concluiu que uma baixa ingestdo de calcio esta associada com maior
adiposidade total e abdominal, particularmente em mulheres brancas e homens,
acompanhando os resultados demonstrados no presente estudo (Loss et al., 2004).

Esta associagdo entre ingestdo de calcio dietético e obesidade total e
abdominal foi confirmada por Dicker et al. (2008) em estudo transversal realizado
com adultos israelenses divididos de acordo com seu IMC (=< 24,9; 25-29,9; e =2 30
kg/m?). A média de ingestdo de calcio foi significativamente maior no grupo de
menor IMC em comparagao com o de maior IMC. Neste estudo, onde a ingestao de
calcio diaria foi avaliada por meio de recordatério de 24 horas, também foi
observado que as mulheres com PC menor que 88 cm consumiam
significativamente mais calcio que aquelas com PC maior ou igual a 88 cm (Dicker et
al., 2008)

Numa amostra de mulheres belgas com média de idade de aproximadamente
50 anos, o PC reduziu de forma significativa de 90,0 para 85,7 cm através dos
quartis de ingestdo habitual de calcio dietético avaliado por questionario validado
(Richart et al., 2010).

Analises adicionais dos dados do Dietary Intervention Randomized Controlled
Trial (DIRECT), estudo no qual os participantes foram randomizados em 3 grupos
com diferentes tipos de dieta (hipolipidica, mediterranea e hipoglicidica),
demonstraram que apdés ajustes para idade, sexo, IMC no inicio do estudo, ingestao
total de gordura e grupo de dieta determinado, o maior consumo de calcio avaliado
por QFA foi associado a maior perda de peso durante os 2 anos de intervencgao
(Shahar et al., 2010). Quando analisado o consumo de laticinios, maior fonte de
calcio da dieta habitual do brasileiro, esta relagdo se manteve.

Azadbakht et al. (2005) observaram que adultos iranianos com maior
consumo de laticinios apresentavam valores mais baixos de PC. Entre os
participantes do Tehran Lipid and Glucose Study foi observada correlagdo inversa
entre a ingestao diaria de laticinios e IMC, apds ajustes para idade, atividade fisica,
ingestao de energia, carboidratos, proteinas, lipidios e fibras dietéticas (Mirmiram et

al., 2005). Neste estudo, apds ajustes para fatores de confundimento individuos no



maior quartil de consumo de laticinios tinham menor chance de apresentar
sobrepeso e obesidade.

A associacao inversa entre adiposidade e ingestdo de calcio também foi
encontrada em estudos observacionais realizados com grupos especificos de
participantes como hipertensos (Torres et al., 2011a) e transplantados renais (Torres
et al., 2011b), e a ingestdo de calcio dietético foi associada com o percentual de
perda de peso em individuos diabéticos (Shahar et al., 2007).

Alguns estudos epidemioldgicos ndo observaram associagao entre o consumo
de calcio dietético e adiposidade (Murakami et al., 2006; Boon et al., 2005). No
estudo de Murakami et al. (2006) envolvendo mulheres japonesas jovens e magras
com baixo consumo médio de laticinios e valor médio baixo de IMC (20,8 kg/m2),
acredita-se que a falta de associagao possa ter ocorrido devido a possivel existéncia
de um limiar, tanto para o peso corporal quanto para o consumo de laticinios, abaixo
do qual nenhuma associacdo pode ser observada. Ja no estudo onde foram
avaliados os dados de uma amostra da populagdo holandesa (Boon et al., 2005) foi
observada apenas uma fraca associagdo inversa entre ingestdo de calcio e
composi¢ao corporal, fato provavelmente explicado pela ingestdo média de calcio
nesta populagcéo ser muito maior do que na de outros estudos epidemiologicos. Os
autores desse estudo (Boon et al., 2005) acreditam que deva haver um limiar para
ingestao de calcio de aproximadamente 800mg/dia acima do qual nenhum efeito
benéfico aditivo seja observado. Outros estudos sugeriram limiares diferentes
variando de 500 — 700 mg/dia (Dougkas et al., 2011).

A obesidade é uma doenga crénica e um dos grandes desafios no controle do
peso corporal € a manutencao do peso alcangcado apds intervencdes para perda
ponderal. A recuperagdo do peso corporal em médio e longo prazo constitui um
problema comum (Fujioka, 2002; Dansinger et al., 2007; Svetkey et al., 2008; Tsigos
et al., 2008; Sacks et al., 2009; Foster et al., 2010). Existem evidéncias de que uma
dieta com teor elevado de calcio em comparacdo com uma dieta pobre em calcio
possa auxiliar na manutencdo do peso corporal, reduzindo a recuperacido do
mesmo. Em individuos submetidos a um regime para perda de peso por 22
semanas, ao observar o seguimento do 6° ao 18° més, os autores concluiram que a
ingestao de calcio foi inversamente associada a recuperagao do peso apos controle
para ingestao energética (Ochner & Lowe, 2007).



Apesar de existirem inconsisténcias entre os estudos, a avaliagdo global das
evidéncias epidemiologicas sugere modesta associagao negativa entre 0 consumo
de calcio dietético e o peso corporal. A analise de regressao linear, baseada em 18
estudos que examinaram o calcio dietético, indica que o aumento na ingestao de
calcio de 400 para 1200 mg/dia pode estar associado com uma reduc¢ao no IMC de
25,6 para 24,7 kg/m2. Portanto, um aumento na ingestdo de calcio de 800 mg/dia
esta associado com redugéo de 1,1 kg/m2 (Dougkas et al., 2011).

Os ensaios clinicos avaliando os efeitos da suplementagao de calcio sobre a
adiposidade corporal ainda sdo encontrados em numero reduzido e 0s seus
resultados sdo inconclusivos. Alguns poucos estudos publicados na ultima década
evidenciaram a capacidade do calcio dietético/laticinios de reduzir a adiposidade
corporal (Zemel et al., 2005%, Eagan et al., 2006) e de melhorar os efeitos da
restricdo energética sobre a perda de peso (Zemel et al., 2004a) e sobre a redugao
da adiposidade abdominal (Zemel et al., 2005b; Torres et al., 2010; Faghih et al.,
2011).

Em contrapartida, outros estudos falharam em demonstrar efeitos benéficos
adicionais sobre o peso ou adiposidade corporais (Bowen et al., 2005; Gunther et al.,
2005; Harvey-Berino et al., 2005; Palacios et al., 2011; Smilowitz et al. 2011) e sobre
a manutencao apos perda de peso corporal (Zemel et al., 2008). A suplementacao
de calcio dietético também nao demonstrou efeitos significativos sobre o gasto
energético de repouso e sobre a oxidagdo de substratos (Boon et al., 2005;
Bortolotti et al., 2008; Astrup et al., 2010b).

Conforme mencionado na introdugdo, a associagao inversa entre ingestao de
calcio dietético e gordura corporal pode decorrer do provavel efeito deste mineral
sobre diferentes mecanismos fisiopatolégicos, como aumento da excrecao fecal de
gordura (Vaskonen, 2003; Christenssen et al., 2009; Astrup et al., 2010b), efeito dos
horménios calciotroficos sobre o calcio intracelular (Zemel et al., 2000; Shi et al.,
2001a; Sun & Zemel, 2007b; Astrup et al., 2010a) e sobre receptores nucleares
especificos dos adipdcitos (Zemel, 2005), modulando consequentemente a oxidagao
de lipidios.

De acordo a hipotese de que os efeitos do calcio dietético sobre o
metabolismo energético seriam, pelo menos em parte, via modulagdo da [Ca]i, o
presente estudo investigou os niveis de calcio dentro dos eritrocitos das

participantes. A avaliagao da [Cali em eritrocitos estda documentada em um numero



relativamente pequeno de estudos realizados anteriormente (Kosch et al., 2001;
Hilpert et al., 2009). Niveis elevados de calcio citosdlico livre e reduzidos de calcio
ionizado extracelular foram documentados na hipertensdo e no diabetes tipo 2
(Barbagallo & Resnick, 1996). Em estudo que examinou os efeitos dos laticinios
sobre a PA e a [Ca]i em eritrocitos de individuos hipertensos, uma dieta rica em
laticinios foi capaz de reduzir a [Ca)i em comparagcdo com uma dieta rica em frutas e
vegetais e uma dieta ocidental classica, e essa mudancga foi correlacionada com a
reducao da PA diastolica (Hilpert et al., 2009).

Alteragbes na [Cali, assim como defeitos nas ligagdes de membrana e na
cinética do transporte de calcio, também ja foram identificadas em plaquetas,
adipdcitos e linfocitos (Erne et al., 1984; Barbagallo et al., 1999; Byyny et al., 1992).
Foi identificada elevagcdo da [Cal)i em adipdcitos de humanos obesos e a proteina
agouti foi capaz de inibir a lipdlise em adipécitos humanos por mecanismo
dependente de calcio (Xue et al., 1998; Xue & Zemel, 2000). De acordo com Nasser
et al. (2004), este aumento no calcio intracelular estimula a ativagdo da AG sintase,
que promove a sintese de gordura corporal, contribuindo para a obesidade. Estes
autores testaram a hipdtese de que a atividade da bomba Ca-ATPase esta
negativamente associada ao IMC, e concluiram que sua atividade encontra-se
diminuida com o aumento do IMC, o que pode contribuir para o aumento da [Cal]i
observada em obesos. Para avaliar se a supressao da 1,25 (OH), D ocasionada pelo
aumento do calcio dietético inibe a [Cal]i nos adipdcitos, foi conduzido estudo
experimental que concluiu que: 1) a administracdo basal de dieta pobre em calcio
causou um aumento na [Cali em ratos; 2) a administragdo de dieta rica em calcio e
restrita em energia causou reducdo na [Ca]i dos adipdcitos, supressao da
lipogénese, estimulo a lipdlise e promoveu a termogénese em ratos (Shi et al.,
2001). Apesar das evidéncias encontradas na literatura, na amostra de mulheres
deste estudo, o calcio dietético ndo apresentou correlagdo com o calcio intracelular e
nao foi observada nenhuma associacao significativa do calcio intracelular com as
outras variaveis estudadas. Uma possivel explicacado para esses resultados pode ser
o tipo de célula utilizado para analisar a [Cali, ja que analise em adipdcitos talvez
seja a mais indicada. Entretanto, a realizacdo da mesma implicaria na necessidade
de aplicacao de técnicas mais invasivas, como a biopsia de tecido adiposo. Além

disso, € possivel que outros mecanismos fisiopatologicos aparentemente envolvidos



no provavel efeito do calcio dietético sobre a adiposidade corporal estejam se
sobrepondo as alteragdes na [Ca)i no presente estudo.

A associagao entre ingestdo de calcio dietético e gordura corporal parece
estar relacionada principalmente a gordura localizada na regido abdominal (Loss et
al., 2004; Azadbakht et al., 2005; Dicker et al., 2008; Richart et al., 2010; Torres et
al., 2010), o que foi corroborado pela associagédo inversa entre ingestdo de calcio
dietético e PC observada na amostra de mulheres do presente estudo. Bush et al.
(2010) concluiram que para cada 100 mg de calcio consumidos por dia o0 ganho de
tecido adiposo intra-abdominal é reduzido em 2,7 cm. Tal suspeita pode ser
explicada pela regulagao direta da expressao da 113-HSD-1 do adipécito humano
pela 1,25(0OH)D observada in vitro (Morris & Zemel, 2005), e consequente regulagéo
dos niveis de cortisol, que pode contribuir para a reducao preferencial de
adiposidade abdominal e visceral resultante de dietas ricas em calcio. A 113-HSD-1
regenera o cortisol metabolicamente ativo a partir da inerte cortisona em humanos e
estd aumentada no tecido adiposo de obesos (Ronti et al., 2006). Ratos
transgénicos que apresentam expressao modestamente exacerbada da 11p-HSD-1

no tecido adiposos acumulam gordura do tipo visceral (Masuzaki et al., 2001).

5.2 Calcio dietético, perfil lipidico e metabolismo glicidico

As relacdes entre o calcio dietético/laticinios e o perfil lipidico e metabolismo
glicidico observadas no presente estudo também foram exploradas por outras
pesquisas, além daquelas ja citadas na introdugdo. Uma revisdo da literatura
publicada em 2009 concluiu que um grande numero de evidéncias sugere uma
relacdo inversa entre a ingestdo de célcio e laticinios e o desenvolvimento de
resisténcia a insulina e diabetes tipo 2, baseada principalmente nos resultados de
estudos observacionais, ja que poucos sao os estudos de intervengao conduzidos
para avaliar os efeitos deste nutriente/alimento sobre o metabolismo glicidico
(Tremblay & Gilbert, 2009).

Estudo prospectivo com o objetivo de examinar a associagao entre ingestéo
de calcio e vitamina D e o risco de diabetes tipo 2, acompanhou mais de 83000

mulheres, sem histéria da doencga, por 20 anos. Analises ajustadas para multiplos



fatores de confundimento demonstraram que o risco relativo de diabetes era 0,79 (p
< 0,001) comparando a mais alta com a mais baixa categoria de ingestao de calcio
de todas as fontes (dietética e suplementar) (Pittas et al., 2006). Em 2010, Richart et
al. observaram que em adultos belgas, além do PC, a glicemia de jejum reduziu de
92,3 para 87,0 mg/dl (p < 0,04) conforme aumentavam os quartis de ingestao de
calcio, mas nenhuma correlagéo foi observada em relagdo a insulina plasmatica. Em
um estudo brasileiro com adultos obesos que avaliou os efeitos da restrigdo
energética acompanhada ou ndo de suplementacédo de calcio dietético (1200-1300
mg/dia) por 16 semanas, apenas o grupo com dieta rica em calcio dietético
apresentou reducgao significativa da insulina plasmatica (Torres et al., 2010).

A influéncia do calcio dos laticinios sobre o perfil lipidico, esperada devido a
sua capacidade de reduzir a absorcao de lipidios e colesterol no intestino, tem sido
explorada. Um estudo cross-over foi desenvolvido com o objetivo de investigar se o
calcio dos laticinios influencia o efeito da gordura dos laticinios sobre o perfil lipidico.
Neste estudo, os participantes foram randomizados para uma das seguintes dietas
isoenergéticas por 10 dias: 1) pobre em calcio e em gordura; 2) rica em calcio e
pobre em gordura; 3) pobre em calcio e rica em gordura; e 4) rica em calcio e rica
em gordura. Independente da ingestdo de gordura as dietas ricas em calcio foram
capazes de reduzir as concentragdes plasmaticas de colesterol total e LDL-
colesterol, em comparagdo com as dietas pobres em calcio, mas nao afetaram o
HDL-colesterol (Lorenzen & Astrup, 2011). Além disso, a alta ingestao diaria de
calcio ja foi associada com um perfil de lipoproteinas plasmaticas preditivo de menor
risco de doengas coronarias em comparagdo com baixa ingestdo de calcio
(Jacquamain et al., 2003).

Entretanto, outros estudos n&o encontraram os mesmos resultados, como os
estudos de Karanja et al. (1994) e Thompson et al. (2005). Nao foi observada
nenhuma mudanca no perfil de lipoproteinas plasmaticas de hipertensos e
normotensos apods 12 semanas de intervengdo com um dos seguintes modelos: 1)
aconselhamento para aumentar o calcio dietético para 1500 mg/dia; 2)
suplementacao de calcio elementar de 1200 mg/dia; ou 3) placebo (Karanja et al.,
1994). Os efeitos de uma dieta com moderado teor de calcio (800 mg/dia) foram
comparados com os efeitos de uma dieta com elevado teor de calcio (1400 mg/dia),
e nao foi constatada nenhuma evidéncia de que uma dieta com mais de 800 mg de



calcio melhore o perfil lipidico, a glicemia de jejum e a insulina além do que é
alcangado com esta quantidade diaria (Thompson et al., 2005).

Em um estudo observacional, onde a ingestao de laticinios dos participantes
do Hoorn Study foi acessada por meio de QFA, os autores observaram que a
ingestao basal de produtos lacteos n&o estava associada a mudangas ocorridas em
6,4 anos de acompanhamento, na glicemia de jejum, no teste de tolerancia oral a
glicose e nas concentragdes plasmaticas de HDL-colesterol, LDL-colesterol,
colesterol total e triglicerideos (Snijder et al., 2008).

Além da diminuigdo da utilizagcdo das gorduras dietéticas, a redugéo da
absorcao de AG saturados especificamente devido a formacéo de sabdes insoluveis
com o calcio poderia contribuir para a reducdo dos niveis séricos de colesterol, via
reducao da producdo de VLDL e aumento da captacdo de LDL pelo figado
(Vaskonen, 2003). A ligacdo deste mineral aos acidos biliares ocasionando a
excrecao destes ultimos levaria a mobilizagdo de colesterol enddégeno para sintese
de mais acidos biliares, o que também poderia contribuir para a reducao dos niveis
de colesterol (Dougkas et al., 2011; Vaskonen, 2003).

Todavia, no presente estudo ndo foram observadas diferencas entre os dois
grupos de consumo de calcio dietético em relacdo ao colesterol total e LDL-
colesterol, mas o HDL-colesterol foi menor no grupo BIC em comparagdo com o
grupo AIC, apds controle para idade, ingestdo de energia, bebida alcodlica,
proteinas, carboidratos e lipidios. Essa associacdo deixou de ser significativa entre
0S grupos apos ajustes adicionais para ingestdo de AG saturados, o que sugere que
este nutriente possa desempenhar um importante papel na determinagédo do HDL-
colesterol, e talvez se sobreponha ao efeito do calcio dietético. Além disso, a baixa
ingestdo média de calcio dietético pode ter impossibilitado a identificacdo de
diferengas entre os grupos quanto ao perfil lipidico, j4& que os estudos que
observaram efeitos benéficos deste mineral sobre as lipoproteinas plasmaticas
ofereceram quantidades entre 1000 e 2800 mg/dia (Jacquamain et al., 2003;
Lorenzen & Astrup, 2011).

A adiposidade aumentada, particularmente nos depdsitos viscerais, leva a um
essa disponibilidade excessiva de AG nao-esterificados reduz a utilizagdo de glicose
pelo musculo, estimula fortemente a producdo hepatica de glicose e de VLDL e
potencializa agudamente a secrecado de insulina estimulada por glicose (Ronti et al.,



2006). Este efeito dos AG sobre as células B-pancreaticas pode entéo ser, a longo
prazo, a ligagéo entre obesidade, principalmente abdominal, e resisténcia a insulina.
Além disso, elevada [Cali nos tecidos alvo de insulina parece resultar em resisténcia
periférica a insulina (Zemel, 1995), hipétese baseada em achados de estudos
clinicos que demonstraram que inibidores de canais de calcio de agao longa podem
melhorar a sensibilidade a insulina em hipertensos com sobrepeso (McCarty, 2006).
Em estudo experimental com ratos Wistar, Siddiqui et al. (2008) observaram
aumento na expresséo do receptor de insulina apds administracao de dieta rica em
proteina do soro, calcio e vitamina D, em comparacdo com uma dieta pobre nesses
trés nutrientes, independente da ingestdo de energia e carboidratos. Nossos
achados encontram-se em parte de acordo com estas evidéncias cientificas, ja que
maior concentracdo média de insulina plasmatica e maior HOMA-IR foram
observados no grupo BIC, que também apresentou maior adiposidade total a
abdominal, em comparagdo com o grupo AIC, mas na amostra estudada o calcio
intracelular ndo apresentou relagcdo com a insulina plasmatica.

A leptina, sintetizada e liberada pelos adipocitos em resposta a mudangas na
gordura corporal, se liga a receptores no hipotalamo que estimulam peptideos
anorexigenos e inibem peptideos orexigenos, em ultima analise, inibindo o apetite.
Este hormdnio reduz os niveis de lipidio intracelular no musculo esquelético, figado
e células B-pancreaticas, melhorando a sensibilidade a insulina (Ronti et al., 2006). A
relagado entre calcio dietético e leptina observada neste estudo pode ser explicada
com base em resultados de estudos experimentais que observaram que a elevagao
no conteudo citosélico de calcio, que pode ser ocasionada por uma reduzida
ingestao de calcio, inibe a secrecédo de leptina estimulada por insulina em um nivel
independente do metabolismo da glicose, e desta forma o calcio regularia a
secrecdo da insulina dos adipdcitos (Cammisotto & Bukowiecki, 2004). Entretanto,
no presente estudo, apesar da leptina ter se apresentado maior no grupo com menor
ingestdo de calcio dietético apds ajustes para fatores de confundimento, este
resultado provavelmente esta relacionado a maior adiposidade observada neste
grupo, e nao ao conteudo de calcio no citosol, ja que o nivel sérico de leptina esta
diretamente relacionado a adiposidade e no presente estudo a [Cal]i ndo apresentou

associagao significativa com a leptina.



5.3 Célcio e perfil inflamatorio

A adiponectina, diretamente associada a ingestdo de calcio no presente
estudo, € uma adipocina expressa quase exclusivamente no tecido adiposo branco e
apresenta propriedades antiaterogénicas como inibicdo da adesdo de mondcitos a
células endoteliais, inibicdo da transformacdo de macréofagos em células
espumosas, aumento da sensibilidade a insulina, entre outras. A expressdo e
secrec¢ao da adiponectina sdo potencialmente inibidas pela IL-6 e pelo TNF-a e em
humanos niveis elevados de adiponectina estdo associados a risco reduzido de
infarto, por exemplo (Ronti et al., 2006). Dessa forma, os niveis mais elevados de
adiponectina observados no grupo AIC sugerem uma melhor agdo da insulina no
figado e nos musculos e uma reduzida propenséo a aterogénese. Efeitos benéficos
da ingestao de laticinios sobre a adiponectina foram documentados por Stancliffe et
al. (2011).

A PCR é uma proteina de fase aguda produzida pelo figado como resultado
do aumento da IL-6 que esta relacionada ao risco de doencas cardiovasculares
(Poledne et al., 2009). Entre mulheres iranianas com idade entre 40 e 60 anos, foi
investigada a ingestdo usual de laticinios por meio de QFA e apods ajustes para IMC,
PC e outros potenciais confundidores, o consumo de laticinios com baixo teor de
gordura foi inversamente associado aos niveis de PCR (Esmaillzadeh & Azadbakht,
2009). Thompson et al. (2005) observaram reducdo da PCR apds 48 semanas de
suplementagdo de laticinios acompanhada de restrigdo energética, mas sem
diferenca significativa entre dieta com 800 mg/dia ou mais de calcio. Todavia, no
presente estudo os grupos de ingestdo de calcio nao diferiram quanto as
concentragcbes séricas de PCR e o grupo AIC, apesar de ter apresentado menor
adiposidade corporal total, ndo apresentou menor PCR. Provavelmente esses
resultados se devem aos baixos niveis de PCR observados em ambos os grupos,
além do fato de o presente estudo ter incluido também mulheres sem excesso de
peso, ao contrario do estudo de Thompson et al. (2005).



5.4 Célcio e PA

A associagao inversa entre ingestao de calcio dietético e PA, identificada no
presente estudo apenas em relacdo a PA diastélica e PA média, encontra-se
bastante documentada na literatura (Waib et al., 1992; Miller et al., 2000; Djousse et
al., 2006; Richart et al., 2010; Torres et al., 2010). Ainda na década de 90 no Brasil
foi observada menor ingestdo de calcio em individuos hipertensos em comparacéao
com outros sadios residentes de Botucatu, SP (Waib et al., 1992). Ainda se referindo
a adultos brasileiros, aqueles que ingeriram dieta rica em calcio acompanhada de
restricdo energética apresentaram maior reducao da PA diastdlica e PA média em
comparagao com aqueles submetidos apenas a restricdo energética (Torres et al.,
2010).

Além dos resultados anteriormente expostos relacionados a adiposidade
abdominal e metabolismo glicidico, Richart et al. (2010) observaram valores mais
baixos de PA diastdlica e sistdlica nas mulheres com maior ingestdo habitual de
calcio (76,8 vs. 79,8 mm Hg, p = 0,024; 123,6 vs. 128,5 mm Hg, p = 0,018;
respectivamente). Ao examinar a relagao entre ingestao de laticinios e incidéncia de
hipertensdo em 2245 participantes do Rotterdam Study com idade = 55 anos, o risco
de hipertensdo apds 2 anos de seguimento foi inversamente associado com o
consumo de laticinios (Engberink et al., 2009). Entretanto, estes resultados ndo sao
uma unanimidade, ja que em estudo longitudinal realizado com idosos, Snijder et al.
(2008) nao encontraram associagéo entre a ingestdo basal de laticinios e mudancas
ocorridas na PA ao longo de 6,4 anos (Hoorn Study). Nesta amostra de mulheres, a
auséncia de associagao entre calcio intracelular e PA poderia ser explicada pelo fato
de a [Cal]i ter sido dosada em hemacias, e ndo na célula muscular lisa. Além disso
outros componentes presentes nos laticinios poderiam ter auxiliado na reducao da
PA, como os peptidios inibidores da enzima conversora de angiotensina presentes
no soro do leite.

5.5 Célcio e funcéo endotelial



A obesidade esta associada com maior risco de doencas cardiovasculares, o
que se acredita ser atribuido em parte a disfuncdo endotelial vascular (Hadi et al.,
2005; Bahia et al., 2006a; Doupis et al., 2011), e a perda de peso isolada constitui
uma intervengao efetiva para melhora da fungédo endotelial em vigéncia de excesso
de peso corporal (Pierce et al., 2008). Entretanto, apesar da associagdo da maior
ingestdo de calcio dietético com menor adiposidade total e abdominal, melhor
sensibilidade a insulina, maior concentragdo sérica de adiponectina e menores
niveis de PA diastdlica e média do presente estudo, a fungcdo endotelial avaliada
tanto pelo método PAT quanto pelas moléculas de adesao nao foi melhor no grupo
AIC que no grupo BIC. Ao contrario, o grupo BIC apresentou média de VCAM-1
significativamente menor que o grupo AIC. Esmaillzadeh & Azadbakht (2009)
investigaram as associagdes do consumo de laticinios com niveis séricos de ICAM-
1, VCAM-1 e E-selectina, e apods ajustes para idade, IMC, PC e outros confundidores
em potencial observaram que a ingestao de laticinios com baixo teor de gordura foi
inversamente associada a VCAM-1, ao contrario dos resultados encontrados no
presente estudo. A literatura ainda carece de estudos realizados com o objetivo de

avaliar as associagdes entre calcio dietético e fungdo endotelial.

5.6 Limitacfes do estudo

Algumas limitagdes do presente estudo podem ter influenciado alguns
resultados encontrados. A principal delas seria a analise do calcio intracelular em
eritrocitos, e ndo em adipdcitos, o que poderia justificar a auséncia de associagcao
significativa do calcio intracelular com o calcio dietético e com as outras variaveis
avaliadas. Além disso, o grupo como um todo apresentou ingestdo média de calcio
baixa (666,28 + 295,90 mg/dia), o que pode constituir um fator limitante para a
observacao de outras associagoes, ja que um limiar em torno de 800 mg/dia ja foi
apontado como necessario para que se observem efeitos benéficos do calcio. Este

fator pode ter sido mais determinante em relagao a fungao endotelial.



6 CONCLUSAO

No grupo de mulheres avaliadas, a ingestao alimentar habitual de calcio nao
apresentou associacdo com a concentracdo intracelular de calcio, com a funcao
endotelial nem com os niveis séricos de colesterol total, LDL-colesterol,
triglicerideos, proteina C-reativa, paratorménio e calcio. Entretanto, foi observada
associagao inversa e significativa da ingestdo alimentar habitual de calcio com a
adiposidade corporal total; a obesidade abdominal; a resisténcia a insulina; a
pressado arterial diastélica e média; e os niveis séricos de leptina e calcitriol. As
concentracbes sericas de HDL-colesterol e adiponectina apresentaram relagao
direta com a ingestao habitual de calcio. Os achados do presente estudo sugerem
que a ingestdo de calcio dietético pode se relacionar inversamente com o
desenvolvimento de alguns fatores de risco cardiovascular, como a obesidade, a
resisténcia a insulina e a hipertensao arterial.

A concentragao intracelular de calcio nos eritrécitos ndo se associou com
nenhuma das variaveis avaliadas, relacionadas a adiposidade total e abdominal, ao
metabolismo da glicose, ao perfil lipidico, ao estado inflamatério, ao metabolismo do
calcio, a pressado arterial e a funcido endotelial. A avaliagdo da concentracao
intracelular de calcio em adipdcitos poderia contribuir para uma melhor avaliagao
dessas associagdes. Além disto, outros mecanismos de acao, além da modificagao
na concentragao intracelular de calcio, podem estar influenciando a relacao
observada entre a ingestdo de célcio e os parametros de adiposidade corporal, o

perfil metabdlico e os valores de presséao arterial.
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