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RESUMO

O cancer colorretal (CCR) é o terceiro mais incidente de acordo com a
Organizacao Mundial de Saude (OMS), relaciona-se a diferentes fatores ambientais
e genéticos. Dentre os fatores ambientes ha forte relacdo do CCR com a dieta, e o
consumo de produtos lacteos vem sendo estudado como fator protetor para o
surgimento do cancer. A ingestao elevada de calcio bem como os niveis séricos de
calcio estdo associados a menor incidéncia de CCR. Entretanto, o impacto da
calcemia na sobrevida em individuos com diagnéstico de CCR é desconhecido.
Nesse contexto objetivamos caracterizar a influéncia dos niveis séricos de calcio no
prognéstico de pacientes com CCR, avaliando a relagdo do calcio sérico ao
diagnostico com a sobrevida livre de progressao e sobrevida global de pacientes
com CCR, por meio de estudo retrospectivo com pacientes coletados por
conveniéncia acompanhados no ambulatério de oncologia do Hospital de Clinicas da
UNICAMP (HC-UNICAMP). Foram identificados 857 pacientes com diagnédstico de
cancer colorretal estagio de I-IV, atendidos entre os anos de 2000 a 2017. Foram
considerados os valores de calcio e albumina no periodo de até 6 meses do
diagnéstico. Para a coleta de dados, foram registradas variaveis sécio demograficas
e clinicas. Foi avaliada a associacao entre os niveis de calcio sérico corrigido pela
albumina e a mortalidade geral e a mortalidade especifica por CCR, ajustadas para
variaveis sociodemograficas e de gravidade da doenca. As diferencas entre os
grupos foram avaliadas pelo teste T-student ou Mann-Whitney para variaveis
continuas, ou teste Qui Quadrado ou Teste Exato de Fisher para variaveis
categdricas. O método de Kaplan—Meier foi utilizado para comparar a sobrevida
entre os grupos. Para a analise multivariada da relagdo entre calcio corrigido e
sobrevida global utilizamos o modelo de risco proporcional de Cox. Os testes
aplicados foram bicaudais, sendo os valores significativos se p<0,05. As analises
foram realizadas no programa estatistico Stata versdo 12.0 (StataCorp LP®). Este
estudo foi aprovado pelo comité de Etica em Pesquisa (CEP) da UNICAMP
(2580016). Apods selecao foram identificados 332 pacientes com CCR em estagio de
I-IV com calcio e albumina sérico dentro do periodo de 6 meses ao diagnostico. Os
niveis de calcio corrigido superiores a 8,84 mg/dl (segundo e terceiro tercil) foram
associados a mortalidade especifica por CCR (HR 1,77; intervalo de confianca de
95% [IC], 1,10-2,84; Ptend = 0,015 para segundo tercil e HR: 1,97; IC: 95%, 1,28-3,



para o terceiro tercil, Ptena = 0.0071) e mortalidade geral (HR 1,63; IC: 95%, 1,09-
2,43 e HR:1,87; IC: 95% 1,28-2,72, Ptrend = 0,0039). Assim, concluimos que o
calcio corrigido ao diagnostico foi associado a maior mortalidade especifica por CCR
e menor sobrevida global. A Compreensao dos aspectos envolvidos na associagéo
entre calcio corrigido e a mortalidade é essencial para melhorar o progndéstico dos

pacientes.

Descritores: Neoplasias Colorretais, Analise de Sobrevida, Carbonato de Calcio



ABSTRACT

Colorectal cancer (CRC) is the third most incident according to the World
Health Organization (WHO), related to different environmental and genetic factors.
Among the environmental factors, there is a strong relationship between the CRC
and the diet, and the consumption of dairy products has been studied as a factor
protector for the onset of cancer. High calcium intake as well as serum calcium levels
are associated with a lower incidence of CRC. However, the impact of serum
corrected calcium on survival in individuals diagnosed with CRC is unknown. In this
context we characterize the influence of serum corrected calcium levels on CRC
specific mortality and overall mortality of patients with CRC, evaluating the relation of
serum calcium to the diagnosis with progression-free survival and overall survival of
patients with CRC, by means of retrospective study, with 857 patients diagnosed with
colorectal cancer stage I-IV attended between 2000 and 2017 at Hospital das
Clinicas da UNICAMP. Values of calcium and albumin were considered within 6
months of diagnosis. For data collection, socio-demographic and clinical variables
were recorded. The association between albumin-corrected serum calcium levels
and overall mortality and CCR-specific mortality, adjusted for sociodemographic
variables and disease severity, was evaluated. The differences between the groups
were assessed by the T-student or Mann-Whitney test for continuous variables, or
Chi-square test or Fisher's exact test for categorical variables. The Kaplan-Meier
method was used to compare survival between groups. For the multivariate analysis
of the relationship between corrected calcium and CRC-specific and overall survival
we used the Cox proportional hazards model, followed by Wald test. All tests were
two-tailed, with significant values at p <0.05. The analyzes were performed in the
statistical program Stata version 12.0 (StataCorp LP®). This study was approved by
the IRB of UNICAMP (2580016). After the selection, 332 patients with CRC in the I-IV
stage with calcium and serum albumin were identified within the 6-months period at
diagnosis. Corrected calcium levels above 8.83 mg/dL (second and third tertiles)
were associated with worse CRC-specific mortality (HR: 1.77; 95% CI: 1.10-2.84 for
intermediate calcium levels and HR: 1.97; 95% CI: 1.28-3.05 for high calcium levels,
Ptend = 0.0071) and overall mortality (HR: 1.63; 95% CI: 1.09-2.43 for intermediate
calcium levels and HR: 1.87; 95% CI: 1.28-2.72 for high calcium levels, Ptend =



0.0039), after adjusting the model for stage, grade, cancer site, and age at diagnosis.
Thus, we concluded that Corrected calcium at diagnosis was associated with higher
CRC-specific mortality and lower overall survival. Understanding the aspects involved
in the association between corrected calcium and mortality is essential to improve the

prognosis of patients.

Descriptors: Colorectal Neoplasms, Survival Analysis, Calcium carbonate.
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INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial de Saude estima mais de 20 milhdes de casos de
cancer para 2025 sendo esperado que destes 80% atinja paises em
desenvolvimento. Em 2018 o Instituto Nacional de Céancer pressupds a ocorréncia
de 600 mil casos novos de cancer no Brasil e o cancer colorretal (CCR) embora
continue a ser o terceiro mais incidente (16,83 casos novos para 100 mil homens e
17,90 casos novos para 100 mil mulheres) apresenta crescente ocorréncia (1).

O CCR é relacionado a fatores modificaveis/ambientais, como habitos
alimentares e estilo de vida inadequados, e ndo modificaveis como histérico familiar,
fatores genéticos, presenca de doencas inflamatorias intestinais e faixa etaria.
Dentre os fatores ambientais envolvidos no desfecho dessa doenca, a dieta € um
dos mais pesquisados atualmente (1, 2). Os fatores dietéticos associados ao risco
de CCR abrangem consumo de carnes processadas e carnes vermelhas, e
relacionados a protecdo o consumo de vegetais, frutas, fibras e produtos lacteos (3).

Apesar dos achados positivos entre consumo de produtos lacteos e
suplementacao de calcio com a prevencao do CCR (4-7), nao é clara a influéncia do
calcio sérico, uma vez que, apesar do teor de calcio da alimentacdo, sua
concentracdo no sangue € influenciada fortemente pelos niveis de vitamina D e o
horménio da paratiredide (PTH) (8, 9). O calcio apresenta importante papel no corpo
humano, estd em quase sua totalidade presente no esqueleto (99%) e o restante
esta distribuido e ativo em processos celulares. Aproximadamente metade do calcio
circulante esta livre, a porcao restante esta ligada a proteinas (40%) e complexos
idnicos (9%) (8).

Fortes evidéncias correlacionam a ingestdo de calcio com o menor
desenvolvimento do cancer colorretal (CCR), porém sua relagdo ainda nao foi
descrita de maneira clara. Também ha pouco na literatura sobre a influéncia do
calcio sérico em individuos com CCR avancado e seu desfecho durante o
tratamento.

Nesse contexto, a melhor caracterizacdo do metabolismo do calcio nos
pacientes portadores de CCR pode facilitar a incorporacdo dessa dosagem na
pratica clinica e consequente melhor avaliagdo do prognostico dos pacientes

portadores dessa neoplasia. Frente ao impacto do CCR e sua elevada incidéncia,



18

encontrar biomarcadores de seu prognoéstico que nao gerem custo adicional e que

apresentem facil obtencao e analise sao necessarios.
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OBJETIVOS
Objetivo geral

Avaliar a influéncia do calcio sérico no prognéstico de pacientes com cancer
colorretal, por meio de estudo retrospectivo com os pacientes acompanhados no
ambulatério de oncologia do HC-UNICAMP.

Objetivos especificos

o Analisar a relacéo do calcio sérico ao diagnostico com a sobrevida livre de

progressao de pacientes com CCR;

o Analisar a relagao do calcio sérico ao diagnoéstico com a sobrevida global de
pacientes com CCR,;

o Analisar a relagao do calcio sérico com subgrupos estratificados por estagio

clinico, sitio tumoral, grau histolégico e idade ao diagnéstico.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Epidemiologia do Cancer

Segundo a OMS e dados publicados no World Cancer Report 2014, o cancer
€ uma das principais causas de morte no mundo, estima-se cerca de 14 milhées de
casos novos em 2012 e 8,8 milhdes de mortes em 2015 (10, 11). Nos Estados
Unidos da América (EUA) estimou-se 595.690 6bitos por cancer em 2016 (Figura 1)
(12). O cancer colorretal (CCR) é o terceiro mais incidente no mundo e mensurando
a ocorréncia por género para os homens este cancer € o terceiro mais incidente e
para as mulheres o segundo (3).

Dados apresentados pelo Global Burden of Disease Cancer Collboration
mostram o cancer com a segunda maior mortalidade, posterior apenas as doencas
cardiovasculares. O cancer de colon e reto foi responsavel por 832.000 mortes em
2015, sua incidéncia apresentou um aumento de 37%, de 1,2 milhdo para 1,7

milh&o, em 10 anos (13).
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Fonte: GLOBOCAN 2012 (14).

Figura 1. Estimativa da Incidéncia mundial de cancer.
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O cancer colorretal apresenta destaque em relacédo a crescente incidéncia e
mortalidade, ocupando a terceira posicdo em ambos os indices. (Figura 2) (3).
Analisando sua distribuicdo de acordo com o indice de Desenvolvimento Humano os
paises que sofreram uma transicao econdmica e social apresentam crescente
incidéncia, paises com IDH médio e alto, justificada por diversos fatores mas talvez

principalmente pelas melhorias no servico de saude referentes ao diagnostico (15).

Paises com IDH alto apresentam dois padrdes sobre incidéncia e mortalidade
do CCR. O grupo com a faixa mais elevada, IDH muito alto, vem demonstrando uma
queda de ambos os indices, tanto de mortalidade quanto de incidéncia, ja os paises
com IDH alto apresentam uma diminuicdo da mortalidade e aumento da incidéncia
(15). Paises em desenvolvimento apresentam um prognéstico inferior comparado a
paises desenvolvidos, pois em geral paises com melhores servicos de saude
aumentam as chances de um diagnéstico precoce, refletindo em maior sobrevida
(16).

Mundial

Homem Mulher

Pulmdo 342

Mama

Colorretal

Préstata

Estomago

Figado

Colo uterino
Esofago

Bexiga

Linfoma n3ao-Hodgkin
Leucemia

Rim

Pancreas

Utero

Cavidade oral, ldbios

1 U 1 1

40 20 al o=
B Incidéncia
ASR(W) B Mortalidade

Fonte: World Cancer Report 2014 (14).

Figura 2. Incidéncia e mortalidade mundial de céancer, principais tipos tumorais,
2012.
No Brasil, para o ano de 2018, o Instituto Nacional de Cancer (INCA)

pressupde a ocorréncia de 600 mil novos casos de cancer no Brasil, e destes 36.360
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casos serao de cancer colorretal (Figura 3). Sé no estado de Sao Paulo sao
esperados 141.250 novos casos em 2018 e 12.060 novos casos de CCR, sendo o
terceiro tipo de cancer mais incidente no estado permanecendo atras do cancer de
préstata (14.890 casos) e cancer de mama feminino (16.340 casos) (1).

Localizagao Primaria Casos % Localizagao Primaria Casos %

Prostata 68.220 31,7% Homens Mulheres  Mama Feminina 59.700 29,5%

Traqueia, Broénquio e Pulmao 18.740 8,7% Colon e Reto 18.980 9,4%

Colon e Reto 17.380 8,1% Colo do Utero 16.370 8,1%

Estémago 13.540 6,3% Traqueia, Bronquio e Pumao  12.530 6,2%

Cavidade Oral 11.200 5,2% Glandula Tireoide 8.040 4,0%

Esdfago 8.240 3,8% Estomago 7.750 3,8%

Bexiga 6.690 3,1% Corpo do Utero 6.600 3,3%

Laringe 6.390 3,0% Ovario 6.150 3,0%

Leucemias 5.940 2,8% Sistema Nervoso Central 5.510 2,7%

Sistema Nervoso Central 5.810 2,7% Leucemias 4.860 2,4%

*Nameros arredondados para maltiplos de 10.

Fonte: INCA, Incidéncia de Cancer no Brasil: Estimativa 2018 (1).

Figura 3. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes

estimados para 2018 por sexo, exceto cancer de pele ndo melanoma®.

Fatores associados a carcinogénese

O cancer é caracterizado como uma desordem com etiologia abrangente com
influéncias externas, ou por padrdoes genéticos, que compdem uma rede complexa
de mecanismos. Hanahan & Weinberg propuseram as caracteristicas adquiridas
pela célula neoplasica que facilitam o entendimento biolégico da carcinogénese
(Figura 4). Dentre as capacidades das células tumorais, o controle proliferativo é
ponto chave. Ademais, evasao de supressores de crescimento, a morte celular
dificultada, a inducdo de angiogénese, a replicacao ilimitada, a capacidade de
invasao e metastases, aliados a mutacao e instabilidade genémica, a desregulacao
celular energética, a evasdao da destruicdo imune e a promocao através da

inflamacao compdes os marcadores da célula tumoral (17).
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Sustaining proliferative
signaling

Resisting Evading growth
cell death suppressors

Inducing Activating invasion
angiogenesis and metastasis

Enabling replicative
immortality

Fonte: Hanahan D, Weinberg RA. Hallmarks of cancer: the next generation (17).

Figura 4. Marcas do Cancer.

Dentre os principais fatores de risco modificaveis relacionados com o cancer
sao reconhecidos o tabagismo, o etilismo, o excesso de peso, as infecgdes, o
sedentarismo, os habitos alimentares, a exposicdo ocupacional a agentes

cancerigenos, os fatores hormonais, a exposicdo a radiacdo ultra violeta, a

poluentes, drogas, medicacdes e outros (18).

Fatores associados ao CCR

A carcinogénese do célon € um processo heterogéneo influenciado por
alteragdes genéticas, responsavel por cerca de 15% dos casos, e uma grande
variedade de alteragdes somaticas moleculares, influenciadas pela dieta, fatores
ambientais, exposicao microbiana e imunidade do hospedeiro (19). A maioria destes

agressores esta relacionada a inflamacao crénica como as doencas inflamatérias
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intestinais, a obesidade e fatores dietéticos como a ingestdo de carnes vermelhas e
processadas (20).

A taxa da carcinogénese é determinada pelo grau de penetrancia da mutacao
genética e pela agressividade do insulto ambiental (21). O CCR polipoide, mais
incidente, se inicia com o surgimento de poélipos, normalmente benignos, que sem a
resseccao podem evoluir para uma displasia de alto grau e posteriormente um tumor
invasivo. O CCR inicial apresenta taxa de cura elevada e mesmo os tumores com
comprometimento linfonodal, se tratados com quimioterapia associada a ressecc¢ao

cirurgica, mantem uma taxa curativa alta (73%) (22).

Um dos fatores determinantes no desfecho destes pacientes € a velocidade
do diagnostico. Apds o diagnostico realiza-se o estadiamento da doenca para chegar
ao tratamento mais adequado a cada paciente. O método mais utilizado para
estagiar o cancer € o TNM, T para quantificar a extensao do tumor, N para classificar
os linfonodos regionais € M para determinar metastases a distancia, mantido pelo
American Joint Committee on Cancer (AJCC) e a International Union for Cancer
Control (UICC) (23).

Outro fator determinante para o CCR é a identificacdo de genes relacionados
ao seu desenvolvimento, mutagcdes dMMR (mismatch repair) e BRAF foram
estabelecidas como influenciadores do prognosticos dos pacientes com CCR (24). O
estabelecimento de regimes quimioterapicos mais efetivos para o tratamento do
CCR levou a uma intensa pesquisa de marcadores preditivos e prognésticos.
Embora pacientes com CCR devam ser submetidos a exames para a analise
mutacional do RAS e BRAF p.V600 bem como a pesquisa da presenca de defeitos
de mismatch, a estratificacao de grupos de risco baseada em caracteristicas clinicas
permanece mal definida (24). Assim, a identificacdo de caracteristicas clinicas ou
laboratoriais que estejam associadas com alto risco de progressdo do cancer sao

essenciais para o melhor entendimento da doenca.

Fatores Alimentares associados ao CCR

Dentre os fatores associadas a carcinogénese colorretal, o habito alimentar é
um dos mais pesquisados atualmente (1, 2). O CCR associa-se a varios fatores

modificaveis, como tabagismo, etilismo e habitos alimentares (25). O efeito da
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ingestdo de gordura com o CCR nao esta totalmente definido, alguns estudos
sugerem um aumento no risco (26, 27), embora este dado ndo seja consenso na
literatura (28, 29). Ja o consumo de carne vermelha e carnes processadas estao

associadas ao maior risco de desenvolvimento do CCR (30-32).

Em relacao ao efeito protetor da dieta, a ingestdo de fibras € o componente
de maior destaque. Estudo retrospectivo que avaliou a ingestéao de fibras a partir de
recordatério alimentar em pacientes com CCR identificou associagcao inversa para
mortalidade especifica por CCR (Ptrend= 0,004) (33).

Atualmente, estudos nutricionais com suplementacao de calcio ou analise do
consumo de produtos lacteos com o CCR, concluiram que a ingestdo ou uso de
suplementacao de calcio associou-se com a diminuicao do risco de CCR, sugerindo
uma acao quimiopreventiva do calcio (9, 30). Tratando-se de uma patologia com
crescente incidéncia, estudos para prevencéo e para direcionamento do tratamento

sao fundamentais para o cuidado oncoldgico.

Ingestao de calcio e risco de desenvolvimento de CCR

A associacdo do calcio suplementado ou oriundo da dieta e o cancer
colorretal & apresentada por varios estudos retrospectivos e prospectivos (6, 7, 34,
35). Um nutriente com ampla importédncia, o calcio em diferentes populagdes
dificilmente € consumido nos niveis recomendados pela OMS, 1000 mg/dia para
adultos (36). Uma revisao publicada em 2017 mensurou a ingestao global de calcio
a partir de 78 estudos. O consumo foi categorizado como apresenta a Figura 5, e o
Brasil foi classificado dentre os paises com baixo consumo, em média 500 a
600mg/dia de calcio a partir da dieta (37).
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Fonte: International Osteoporosis Foundation (37).

Figura 5. Consumo global de calcio categorizado.

Estudos epidemiolégicos sugerem que o aumento da ingestao do calcio esta
associado a reducao no risco de desenvolvimento de CCR (4-7, 38-40), apesar
desse resultado nao ser consistente em todos os trabalhos (9, 41). O possivel efeito
quimiopreventivo do calcio em relagcdo ao CCR esta descrito na literatura de diversas
maneiras. Alguns estudos avaliaram a ingestao identificando redug¢ao do risco para
CCR com doses de calcio alimentar a partir de 500mg/d, mas com efeito mais claro
para o cancer de colon distal, reducdes de risco variaram de 28% a 45% (6, 38).
Considerando a possivel influéncia da vitamina D neste resultado, um dos estudos
mantiveram essa associacdo como cancer de colén distal apenas em individuos com

ingestao elevada de vitamina D (6).
Também em uma analise de aproximadamente 293.000 homens e 198.000
mulheres do National Institutes of Health-American Association of Retired Persons

(NIH-AARP) e Diet and Health Study a alta ingestao de calcio foi associado a
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reducao de aproximadamente 20% do risco de desenvolver CCR em homens e
aproximadamente 30% em mulheres (42). Na populacédo sul-coreana, um estudo
caso-controle identificou forte associacao de protecado para o consumo de calcio e o
risco de CCR. [Odds ratio(OR): 0,16, Intervalo de confianga de 95% (IC): 0,11-0,24,
para os homens e OR: 0,16, IC 95%: 0,09-0,29, para mulheres] (7). Entretanto,
resultados divergentes foram encontrados em ensaio clinico, no qual a
suplementacao diaria de 1000 mg de calcio elementar por 7 anos nao foi associada

a reducéo do risco de CCR (9).

Interessante notar que a associacédo do calcio com o risco de CCR, parece
ser mais forte quando a ingestdo € por uso de suplementos e nao por fonte
alimentar.  Esta redugdo no risco do CCR foi maior nos individuos que
suplementaram 500mg de calcio ou mais (4). Dois trabalhos randomizados para
avaliacao de desenvolvimento de pdlipos apés a remocao por colonoscopia
mostraram que a suplementacdo de 1200 a 2000 mg de calcio elementar foi
associada com a reducao da recorréncia de polipos no Calcium Polyp Prevention

Study (5) e European Cancer Prevention Organisation Intervention Study (43).

O efeito protetivo do calcio também foi apresentado de maneira linear em uma
meta-analise. Foi analisado a ingestao total do calcio e o CCR, o consumo a partir
de 300mg/dia, considerado uma dose baixa a moderada, alcangou uma associacao
dose-resposta de 8% na diminuicédo do risco de CCR, mais consistente no cancer de

colén, comparando ao cancer de reto isoladamente (34).

Um estudo prospectivo utilizando uma amostra extensa levantou a hipétese
da influéncia da expressao do receptor de deteccdo de calcio (CASR) com a
reducao do CCR. O alto consumo de calcio, interessantemente, relacionou-se com a
diminuicao de CCR mas apenas para tumores positivos para CASR. Esta proteina é
encontrada de maneira abundante no epitélio intestinal de individuos saudaveis mas
reduzida em células tumorais. Os mecanismos envolvidos nessa alteracdo do
epitélio ndo sao totalmente determinados, contudo a reducdo dos CASR néo
acontece de imediato a carcinogénese intestinal, mas de modo mais claro no CCR
avancado e pouco diferenciado (44).

Outra meta-analise avaliou 19 estudos (24 publicacdes) para identificar
associacao de dose-efeito da ingestdo de calcio com o risco do CCR e encontrou

associacao protetiva comparando ingestao elevada versus baixa ingestao de calcio,
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a partir de produtos lacteos e leite. Apos estratificacdo por sitio tumoral apenas o
cancer de célon se manteve significante no estudo. Em relacdo dose-resposta
novamente nao foi encontrada associagdo com o cancer de reto isoladamente,
porém com o cancer de colon houve associacdo inversa com o aumento de
400mg/dia de calcio (RR: 0,84). Assim como na maioria dos estudos presentes na
literatura o alto consumo de laticinios relacionou-se com a diminui¢cdo do risco do
CCR (45).

Zhang e colaboradores, a partir da analise de dados obtidos apés 32 anos de
seguimento de duas grandes coortes (Nurses Health Study e Healthcares Follow-up
Study) também identificaram reducao significativa para o cancer de colon, esta
associacao foi evidente especialmente no cancer de colon distal. O resultado sugere
um efeito quimiopreventivo do calcio no cancer de coldn, efeito identificado
principalmente em uma ingestao elevada (>1200mg/dia) por pelo menos 10 anos
antes do diagnéstico (35).

Postula-se que o calcio possa atuar prevenindo o CCR por mecanismos
indiretos ou diretos. Indiretamente, o calcio pode se ligar a acidos graxos livres e
acidos biliares na luz intestinal, neutralizando estes, e impedindo o efeito téxico
destes metabolitos nas células epiteliais intestinais (46). Por outro lado, estudos
experimentais demonstraram que o calcio extracelular pode agir como sinalizador
celular, ativando a proliferacdo e diferenciacdo celular, pela desregulacdo da via
APC/WNT/CTNNB1(a-catenin), ou suprimindo a ativagao transcricional da CTNNB1,
ambas associadas ao desenvolvimento CCR (22, 47-51).

Por outro lado, um trabalho recente que avaliou a suplementacao de calcio e
vitamina D durante 8 anos identificou um efeito adverso relacionado ao consumo do
suplemento, pacientes que receberam a suplementacao apresentaram aumento de
polipos serrilhados sésseis (52). Apesar das evidéncias epidemiolégicas que a
ingestdo de calcio esta relacionada ao menor risco de desenvolvimento do CCR

varios aspectos desta associacéo ainda necessitam de maior esclarecimento.

Homeostase do Calcio

O calcio apresenta papel fundamental em diversas funcdes, como vias de

sinalizacdo e contratilidade muscular. Em quase sua totalidade esta presente no
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esqueleto (99%), e o restante esta distribuido e ativo em processos sinalizacao,
transmissao de impulsos e contracdao muscular. Aproximadamente metade do calcio
circulante esta livre, a porcao restante esta ligada a proteinas (40%) e complexos
i6nicos (9%) (8).

Fonte: Adaptado de Peacock, 2010 (8).

Figura 6. Regulacdo do calcio sérico. As setas em azul indicam a producédo de
horménio pela glandula paratiredédide (PTH) e a ativacao de seus receptores (PTHR)
renais e 6sseos. Em vermelho os alvos da vitamina D (1,25D) e ativacdo dos
receptores de vitaminas D (VDR) e as setas em verde mostram o aumento do calcio
plasmatico levando a ativagcdo do Receptor de calcio (CaR), controlando a

homeostase.

Suas vias de absorcao e regulacdo envolvem diversos mecanismos, o
intestino delgado e célon sao os responsaveis pela absorcao deste nutriente, em
cada porcao do intestino essa absorgcéo ocorre de maneira e velocidade diferente.
Outro fator importante para determinar a absorcao é a idade, com o aumento da
idade esta absorcédo diminui o que justifica o frequente uso de suplementacdo. No
entanto, € conhecido que o principal controlador do calcio sérico € o Horménio da

Paratireoide (PTH). Se os niveis sanguineos de calcio estdo reduzidos o PTH
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estimula a transferéncia de calcio dos ossos para a corrente sanguinea e também a
reabsorcao renal, além de estimular o aumento de producao de vitamina D renal
para aumentar a absorcao intestinal do mineral, mantendo este ciclo equilibrado por
mecanismo de feedback (Figura 6) (53). Dentre os horménios e fatores
controladores do calcio plasmatico estdo o PTH, vitamina D, calcitonina, estrogénio
e fator de crescimento de fibroblastos 23 (FGF-23) (54).

A acao do PTH na homeostase do calcio sérico acontece em trés pontos,
primeiro ligando-se aos osteoclastos que aumentardo a reabsorcdo o6ssea. A
segunda atuacédo do PTH ocorre na reabsorcdo, a partir da ativacédo da adenylyl
cyclase provocando o aumento do monofosfato de adenosina ciclica (AMP),
estimulando a proteina quinase A, que ira fosforilar o transient receptor potential
vanilloid 5 (TRPV5), aumentando o calcio transcelular. O horménio também aumenta
a expressdo de TRPVS5, calbindin-D28k, NCX1 e PMCA1b, que aumentardo a
reabsor¢caéo renal de calcio. Por fim, o PTH agird na absorcao intestinal com a
producao de vitamina D, que aumentara a absorcao (54).

O 1,25-di-hidroxicolecalciferol D [1,25(OH)2 D], responsavel pelo controle de
absorcao intestinal de calcio é secretado pelo rins apoés estimulo do PTH.
Normalmente, o calcio da dieta & absorvido em 30% de sua totalidade. Variagdes na
absorcao do calcio luminal podem ocorrer por influéncia de fatores antinutricionais,
nutrientes competidores, agentes que se ligam ao calcio, como fosfato, oxalato e
celulose, ou alteragdes nos niveis de 1,25(OH)2 D como superdosagens ou

insuficiéncia do mesmo (8).

Calcio sérico e o CCR

Apesar dos achados positivos entre consumo de calcio e a prevencao do
CCR, nao é clara a influéncia do calcio sérico no desenvolvimento do cancer, uma
vez que, além da ingestao alimentar de calcio, a sua concentracao sérica &
fortemente influenciada pelos niveis de vitamina D e pelo PTH (8, 9). Em oposicéo a
maioria dos estudos epidemioldgicos, Wulaningsih et al. identificaram reducao
discreta no risco de desenvolvimento de CCR associado a niveis inferiores de calcio
sérico [HR: 1.07 (95% CI: 1.00 — 1.14)] (55).
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De maneira interessante, no paciente oncolégico, o calcio sérico tem sido
associado com o pior progndéstico de algumas neoplasias, como por exemplo no
cancer de ovario, onde os niveis de calcio estavam relacionados tanto com a
incidéncia como com a sobrevida das pacientes (56).

O aumento sérico de calcio, ultrapassando os niveis de normalidade,
relaciona-se ao pior prognostico de pacientes oncologicos, quando ocorre
hipercalcemia associada a malignidade (HCM). Hipercalcemia é definida pela
elevagao do calcio sanguineo chegando a valores superiores a 10,5 mg/dL (57), e
pode associar-se nao apenas a malignidade como também ao hiperparatireoidismo
primario (58).

A hipercalcemia maligna apresenta-se mais comumente em tumores malignos
de pulmao, mama, cabeca e pescoco e mieloma multiplo. Entretanto, no CCR este
evento raramente é observado. Uma analise entre 2009 e 2013 demonstrou que a
prevaléncia de hipercalcemia no CCR nao foi superior a 2%, mesmo estratificando
os valores de hipercalcemia em quartis. A prevaléncia de calcio sérico acima de 13,5
mg/dL (quartil mais elevado), foi 0,0% em 2009, 2011, 2012 e 2013, e em 2010 foi
encontrado valor de 0,1% (59).

De modo retrospectivo, Hamilton et al., analisaram 54267 pacientes do grupo
DISCOVERY para determinacédo de individuos com hipercalcemia prévia ao
diagnostico de cancer. Os niveis acima da taxa maxima de calcio sérico se
associaram com a ocorréncia de diferentes tipos tumorais (pulmao, préstata,
colorretal, mama e tumores hematoldgicos), principalmente em homens (60). Dentre
as caracteristicas clinicas, no que se refere aos exames laboratoriais, o calcio sérico
€ um fator de risco estabelecido para alguns tipos de cancer como o renal, mas seu

valor prognostico para o CCR & desconhecido (61).

Hipercalcemia na malignidade (HCM)

Alguns autores apontam a HCM como sendo hipercalcemia em qualquer
paciente oncoldgico, mesmo que esta definicdo muitas vezes esteja associadas a
outro fatores (59). A HCM pode ser apresentada por trés mecanismos, a producao
tumoral de peptideo relacionado ao PTH (PTHrp), metastases osteoliticas e
secrecao tumoral de calcitriol (62). O surgimento da hipercalcemia maligna esta

associado ao aumento dos niveis séricos de (PTHrp), secretado pelas células
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tumorais, este hormdnio exerce funcao de sinalizacao para reabsorcao 6ssea e renal
de calcio, resultando no aumento dos niveis séricos de calcio (63).

Vale destacar que os niveis séricos de PTHrp estdo associados ao volume
tumoral (64), entretanto pacientes com HCM apresentam pior prognéstico quando
comparados a pacientes com tumores em estagios semelhantes (65). Achados
também sugerem que o PTHrp relaciona-se com a presenca de metastases o6sseas,
assim com a progressao da doenca (66). A fisiopatologia apresentada pela HCM é
relacionada ao PTHrp, como ja foi abordado, mas os mecanismos envolvidos ainda
nao estdo bem definidos. As definicbes apresentadas para este evento seriam:
primeiro, a HCM ocorre por alteracdes na homeostase do calcio por influéncia do
PTHrp secretado pelo tumor; segundo, a HCM com a presenca de metastases
osteoliticas extensas (67).

A hipercalcemia induzida pelo PTHrp, também chamada de hipercalcemia
humoral maligna (HHM), ocorre normalmente em pacientes com doenca avancada, e
esta associada ao pior prognéstico do paciente. E possivel diferenciar os pacientes
com hipercalcemia e HHM dosando o PTHrp sérico que estara elevado, os niveis de
PTH aparecem baixos e os niveis de vitamina D normais ou baixos. A diferenciagcao
destas sindromes é importante para entendimento dos pacientes que apresentam
resposta ao tratamento quimioterapico e se beneficiam com terapias com
bisfosfonatos (62).

Na HHM, o PTHrp ira influenciar o Receptor ativador do Fator Nuclear kappa-
B (RANK), que age como ligante (RANKL) no tecido ésseo. Na superficie dos
osteoclastos, o RANKL se ligara a precursores que contribuem para a HCM. O
complexo RANKL/RANK atua influenciando a migracao e diferenciacdo das células

osteoclasticas ocasionando o processo de reabsorgcéo 6ssea de calcio (62).

Dentre as complicagdes influenciadas pelo PTHrp, estudos apontam para
caquexia no cancer (63, 68). Fearon et al , definiu a caquexia no cancer como uma
sindrome multifatorial que ocasiona perda de musculatura esquelética progressiva
(com ou sem perda de massa gorda) e perda de funcionalidade, e que néo
apresenta resposta total a terapias nutricionais convencionais. O critérios utilizados
para definicao estao apresentados na Tabela 1, frequentemente também ha reducao

na ingestao alimentar e inflamacao sistémica (69).
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Tabela 1. Diagnostico caquexia no cancer.

Critérios para diagnostico da caquexia no cancer

Perda ponderal > 5%, em 6 Perda ponderal > 2% com Sarcopenia e perda ponderal >
meses (na auséncia de Iindice de Massa Corporal (IMC) 2%.

inani¢ao); < 20kg/m?;

Fonte: Adaptado de Fearon et al. (69).

Estudo experimental identificou a associacdo dos niveis de PTHrp e a
producao de citocinas proé-inflamatérias a caquexia. Apds aplicagcao de anticorpo
contra o PTHrp houve melhora significativa dos sinais clinicos da caquexia (67).
Assim pode-se inferir que a presenga de HCM esta relacionada a pior sobrevida dos
pacientes oncologicos, por acao direta dos niveis de calcio ou pela acao do PTHrp.

Ja foi demonstrado que pacientes com hipercalcemia e niveis normais de
PTH (40 pacientes) apresentaram sobrevida significantemente inferior comparados
aos que apresentavam HCM por hiperparatireoidismo (7 pacientes), 33 dias versus
817 dias respectivamente, p=0,007 (70). Desta forma, a distingcdo da hipercalcemia
relacionada ou ndo a malignidade € necessaria para um manejo adequado de cada
paciente e melhor predicdo do progndstico.

Tomando em conjunto esses dados pode-se sugerir que o metabolismo do
calcio esteja associado ao prognéstico dos pacientes portadores de CCR e nao ha

evidéncias na literatura sobre essa associacao.
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METODOLOGIA

Tipo de estudo

Trata-se de um estudo retrospectivo e analitico sobre a influéncia do calcio
sérico no prognédstico de pacientes com cancer colorretal. O estudo é unicéntrico,
realizado no Hospital de Clinicas da UNICAMP (HC-UNICAMP). O HC-UNICAMP
funciona como Centro de Alta Complexidade (CACON) de Campinas e regido. Os
dados foram coletados em prontuario médico de pacientes atendidos no ambulatério
de oncologia do HC-UNICAMP, no periodo de Janeiro de 2000 a 2017.

Populagao e amostra

A amostra conta com 857 pacientes, coletados por conveniéncia,
diagnosticados com cancer colorretal estagio I-IV submetidos a tratamento
ambulatorial no HC-UNICAMP, oriundos do Registro Hospitalar de Cancer (RHC)
sobre a plataforma Fundagao Oncocentro de Sao Paulo (FOSP) e também pacientes
submetidos ao exames Tomografico por Emissdao de Pdsitrons/ Tomografia
Computadorizada (PET-CT) no HC-UNICAMP.

Critérios de Inclusao

o Confirmacao mediante bidépsia de carcinoma colorretal,

o Estagio tumoral | a IV, segundo a classificacdo American Joint
Committe on Cancer (AJCC) cancer staging manual (23);

o Disponibilidade de exames bioquimicos e informacdes em prontuario
médico referentes a idade, data do diagndstico, topografia, tipo
histologico e estadiamento do tumor;

o Exames bioquimicos dentro de seis meses do diagnostico;

o Acesso a ultima data de seguimento ou data do ébito.

Critérios de exclusao
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o Presenca de cancer primario em outro sitio;
o Dados do calcio e albumina sérica faltantes;

o Tempo de seguimento inferior a 12 meses;

Variaveis

As variaveis utilizadas foram obtidas por meio de pesquisa em registros
clinicos em prontuario e permanecerao registradas em formulario especifico por
meio da ferramenta eletrénica de coleta de dados — RedCap (71), oferecida pela
Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP.

e Variaveis socio demograficas: idade, sexo e etnia;
e Variaveis clinicas coletadas, abaixo descritas:
o Peso (kg), Altura (cm) e indice de Massa Corporal (Kg/m2?) no
diagnéstico;
o Data do diagnéstico;
o Exames Laboratoriais (Calcio, Albumina);

o Topografia do tumor (Reto baixo, Reto médio, Reto alto, Sigmoide,

Colon descendente, Colon transverso, Célon ascendente e Ceco),

o Estadio clinico e patolégico de acordo com American Joint Committe
on Cancer (AJCC) céancer staging manual 7th edition (Tumor, Node,
and Metastases — TNM);

o Diferenciagcao do tumor (Grau |, Grau Il e Grau lll);
o Obito e data;

o Ultima data do seguimento;

Coleta dos exames bioquimicos
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Para obtencao dos valores de Calcio sérico e Albumina sérica foi necessario a
busca dos exames laboratoriais usando o Portal de Sistemas online do Hospital de
Clinicas HC-UNICAMP. Onde com o numero de registro do paciente foi possivel
visualizar o histéricos de exames bioquimicos.

O critério para utilizacao dos exames foi de seis meses a data do diagndéstico
exames coletados antes do inicio do tratamento quimioterapico nos pacientes

metastaticos e antes da cirurgia nos pacientes com CCR inicial.

Calcio corrigido

As referéncias de normalidade comumente utilizadas para o Ca sérico variam de
8,8 a 10,4 mg/dL" (8). Para a realizagdo das andlises com o Calcio antes foi
empregada sua correcao com os valores de Albumina sérica. Essa medida é
necessaria e empregada para que os valores encontrados sejam o mais proximo do

Calcio ionizado livre (8, 72).

o Formula de corregéo:

Calcio corrigido = Calcio sérico + [(4,0 — albumina sérica) x 0,8] (73).

Analise de dados

As analises do estudo foram realizadas comparando grupos com diferentes
valores de calcio sérico divididos em tercis. As diferencas entre os grupos foram
analisadas usando teste Qui quadrado e teste de Kruskal-Wallis. As associacdes de
calcio sérico corrigido e CCR foram analisadas com Regressdao de riscos
proporcionais de Cox, ajustada por variaveis de importancia clinica. A variaveis com
p<0,02, relacionadas a morte especifica por CCR foram incluidas na analise
multivariada.

Também foram realizadas analises de sensibilidade para reduzir chances de
causabilidade inversa, excluindo paciente com o6bito de 3 a 6 meses apds o
diagnostico. O método de Kaplan—Meier foi utilizado para comparar a sobrevida

entre os grupos e o teste de log-rank para definir se existem diferencas significativas
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entre as curvas. Para a analise multivariada da relagdo entre calcio corrigido e
sobrevida global, sera utilizado o modelo de risco proporcional de Cox.

A analise Cubic spline foi usada para as associa¢des nao lineares entre calcio
corrigido e sobrevida global ou especifica por CCR. As variaveis clinicas foram
estratificadas para analise e as interacdes foram testadas com o teste Wald. Os
testes aplicados foram bicaudais, com valores de p<0,05 considerados significativos.
As analises foram realizadas no programa estatistico Stata versdo 12.0 (StataCorp
LP®).

Aspectos éticos

O presente estudo foi avaliado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
UNICAMP, de acordo com a Resolugcdo CNS n.° 466/12. Com o numero 2580016. O

parecer consubstancial consta em anexo.
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RESULTADOS

ApoOs a selecdo de 857 pacientes com CCR inicialmente, foram incluidos 332
pacientes com CCR estadio I-IV no estudo (Figura 7), destes 180 foram a 6bito e
138 O6bitos foram relacionados ao CCR. O tempo médio de seguimento foi de 2,9
anos (IQR 1,4-5,2 anos).

857 pacientes CCR I-IV elegiveis

Excluidos (n=525)
e Pacientes sem célcio ou
albumina dentro de 6 meses ao
diagnéstico: 525

v

\ 4

332 pacientes CCR I-1V com Calcio e
Albumina acessivel

Figura 7. Fluxograma da selecao do estudo.

Caracteristicas da amostra

As caracteristica inicias da amostra estdo apresentadas na Tabela 2. Os
pacientes que apresentaram o calcio no 3 tercil, grupo mais elevado, eram em sua
maioria mulheres (59,3%). Ja os pacientes no menor tercil compunham-se na
maioria de homens (58,2%), em estagio inicial da doenca (38,2%). As demais
variaveis analisadas apresentaram semelhantes nos diferentes tercis de Calcio

sérico corrigido.
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Tabela 2. Caracteristicas selecionadas de acordo com os tercis dos niveis de calcio corrigido na populagédo de pacientes com cancer colorretal da

UNICAMP de 2000 a 2017 (332).

Calcio Corrigido (mg/dL)

Baixo Intermediario Alto
(6.50-8.83) (8.84-9.29) (9.30-14.24) Total P
N 110 109 113 332
Mediana de calcio corrigido 8.5 9.0 9.6 9.1 <0.001
Idade mediana ao diagnéstico (anos) 60 62 60 60 0.345
Sexo (%) 0.009
Feminino 41.8 41.3 59.3 47.6
Racal/etnia (%) 0.149
Branco 75.6 87.2 78.8 80.4
Afrodescendente 2.7 0.9 5.3 3.0
Oriental 1.8 0.9 0.0 0.9
Outros 20.0 11.0 15.9 15.6
IMCa (%), kg/m? 0.619
<18.5 6.4 7.3 7.1 6.9
18.5<25 54.5 50.5 59.3 54.8
25530 24.5 22.0 23.0 23.2
230 14.6 20.2 10.6 15.1
Estadiamento (%) 0.013
I 11.8 7.3 9.7 9.6
Il 26.4 23.9 11.5 20.5
1] 27.3 27.5 21.2 25.3
v 34.5 41.3 57.5 44.6
Grau de diferenciacao (%) 0.836
Alto 10.1 9.6 11.7 10.5
Moderado 84.2 86.5 82.0 84.9
Baixo 3.7 3.9 6.3 4.6
Sitio do tumor primario (%)
Colon 41.8 36.7 50.4 431 0.112
Reto 58.2 63.3 49.6 56.9

Todos os valores foram coletados no momento da triagem do paciente

Abreviaturas: IMC, indice de massa corporal.
aMC foi calculado com o peso (kg) /altura (m)?
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Analise Sobrevida

A regressdo de Cox nao ajustada demonstrou que os niveis elevados e
intermediarios (Tabela 3) de calcio corrigido associam-se a diminuicao da sobrevida
especifica por CCR (HR: 2,64; IC 95%: 1,71 — 4,05, Pwend <0,0001) e sobrevida geral
(HR: 2,28; IC 95%: 1,57 — 3,30, Ptrenda =0,0001).

Apoés ajustado por estagio, grau de diferenciacao, sitio tumoral, idade no
diagnostico, o modelo de Cox manteve as associagbes, com a diminuicao da
sobrevida especifica por CCR (HR: 1,77; IC 95%: 1,10-2,84 para os niveis
intermediarios e HR: 1,97; IC 95%: 1,28-3,05 para os niveis elevados, Ptend =
0,0071) e sobrevida geral (HR: 1,63; IC 95%: 1,09-2,43 para os niveis moderados e
HR: 1,87; IC 95%: 1,28-2,72 para os niveis elevados, Ptrend = 0,0039).



Tabela 3. Calcio corrigido e sobrevida a partir da data do diagnéstico.

Calcio Corrigido [HR (95% IC)]

Baixo Intermediario Alto
(6.50-8.83) (8.84-9.29) (9.30-14.24) P
Mortalidade especifica por Cancer Colorretal
# Eventos / risco 32/110 42/109 64/113
Nao ajustada Referéncia 1.60 (1.01-2.52) 2.64 (1.71-4.05) <0.0001
Ajustada? Referéncia 1.77 (1.10-2.84) 1.97 (1.28-3.05) 0.0071
Mortalidade global
# Eventos /risco 45/110 58/109 77113
Nao ajustada Referéncia 1.48(1.00-2.18) 2.28 (1.57-3.30) 0.0001
Ajustada? Referéncia 1.63 (1.09-2.43) 1.87 (1.28-2.72) 0.0039

Abreviaturas: IC, intervalo de confianga; HR, Hazard ratio.

aModelo de Cox ajustado por estagio (I-lll versus 1V), grau de diferenciagdo (moderado ou baixo versus alto), sitio tumoral (colon versus reto) e

idade no diagndstico (continua).
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As curvas de Kaplan-Meier apresentam a diferenca entre os tercis de calcio

corrigido com a sobrevida global e sobrevida especifica por CCR (Figura 8).

Sobrevida especifica para cancer colorretal
1.00
5 0.757
8
s
o
0.50
B} s
§ ------------------
8 025{ ——— Baixo(6.50-8.83)
— — — Intermediario (8.84-9.29)
_________ Alto (9.30-14.24)
0.00 T T 1
0 2 4 6
Tempo ao diagnostico (anos)
Sobrevida global
1.00
—  0.751
o
8
g
0.50+
8
I T T
5 0.054 Baixo (6.50-8.83)
o = — — —  Intermediario (8.84-9.29)
_________ Alto (9.30-14.24)
000 T T 1
0 2 4 6

Tempo ao diagnostico (anos)

Figura 8. Curvas de Kaplan-Meier para sobrevida especifica por cancer colorretal
(A) e sobrevida global (B) pelos tercis de calcio corrigido.
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De modo complementar foi realizada uma analise utilizando a data do calcio
para calcular o tempo de sobrevida e resultados semelhantes foram obtidos. As
relacdes de calcio corrigido e risco nao foram lineares, assim foram empregadas as

variaveis nos graficos Cubic Splice (Figura 9).
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Figura 9. Relacéo de risco para a associacao do calcio corrigido com mortalidade
especifica por cancer colorretal (A) e mortalidade global (B) no modelo ajustado
Cubic Spline.
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Analisamos a possibilidade de variacdo da causalidade com analise de
sensibilidade. Apds exclusao de 17 pacientes com morte em periodo inferior a 3
meses as analises mantiveram-se estatisticamente significantes para mortalidade
geral e especifica por CCR (Ptrend = 0,0221 e 0,0116, respectivamente). Do mesmo
modo quando removidos os pacientes com morte inferior a 6 meses (34 pacientes) e

os resultados foram mantidos (Tabela 4).

Tabela 4. Analise de sensibilidade excluindo ébitos precoces.

Analise com exclusao de pacientes com Analise com exclusao de pacientes com
Obitos inferior a 3 meses obitos inferior a 6 meses

Mortalidade especifica por cancer colorretal

Nao ajustada Ajustada Nao ajustada Nao ajustada
p = 0,0006 p = 0,0221 p =0,0014 p = 0,0532
Mortalidade Geral
Nao ajustada Ajustada Nao ajustada Nao ajustada
p = 0,0007 p=0,0116 p = 0,0037 p = 0,0445

Analise de Subgrupos

Nos subgrupos o calcio corrigido nao interagiu com as variaveis avaliadas
(estagio, sitio tumoral grau histolégico e idade ao diagnostico). A Tabela 5 mostra
relacdes dos niveis de calcio com mortalidade e mortalidade por CCR em diferentes
grupos de Calcio, com as caracteristicas da amostra, as analises foram ajustadas
pela idade ao diagndstico, sitio tumoral, diferenciagao tumoral e estagio clinico.

Pacientes com calcio corrigido no niveis intermediario e elevado no estagios
clinicos iniciais ou mesmo avancados da doenca apresentaram significancia
estatistica para mortalidade especifica para CCR, assim como no sitio tumoral, c6lon
ou reto. Também, pacientes com idade avancado ou jovem e as mulheres com
niveis elevados de calcio apresentaram maior risco para mortalidade especifica por
CCR, na regressdao de Cox muitivariada. Em relacdo a mortalidade global, a
regressao de Cox manteve significancia para estagio e sitio tumoral, também para o

sexo feminino e para idade avancada (> 60 anos).
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Para confirmacgao dos resultados foi realizada a analise com a data de coleta
do calcio (Tabela 6), para descartar possiveis efeitos em relacao a variacéo da data
de coleta dos exames. A regressao apresentou significancia para mortalidade
especifica por CCR (HR: 1,81; IC 95%: 1,12-2,92 para os niveis intermediarios e HR:
2,06; IC 95%: 1,32-3,20 para os niveis elevados, Ptrend = 0,0043) e mortalidade
global (HR: 1,64; IC 95%: 1,10-2,45 para os niveis intermediarios e HR: 1,93; IC
95%: 1,32-2,82 para os niveis elevados, Ptrend = 0,0026), mesmo apos ajustes pela
idade ao diagnéstico, sitio tumoral, diferenciagao tumoral e estagio clinico.



Tabela 5. Analise de regressdo de Cox muiltivariada entre os tercis de calcio corrigido e sobrevida por caracteristicas selecionadas.

Calcio Corrigido [HR (95% IC)]

Baixo Intermediario Alto
# eventos (6.50-8.83) (8.84-9.29) (9.30-14.24) P
Mortalidade especifica por Cancer Colorretal
Estagio I-1ll (N =184) 34 Referéncia 1.05 (0.42-2.61) 2.90 (1.29-6.48) 0.011
Estagio IV (N = 148) 104 Referéncia 2.17 (1.22-3.86) 1.71 (1.02-2.87) 0.025
Colon (N = 143) 72 Referéncia 3.10 (1.54-6.24) 1.87 (1.03-3.41) 0.006
Reto (N = 189) 66 Referéncia 1.20 (0.63- 2.29) 2.45 (1.29- 4.65) 0.009
Idade <60 anos (N = 164) 69 Referéncia 1.60 (0.80-3.20) 2.20 (1.18-4.09) 0.047
Idade 260 anos (N = 168) 69 Referéncia 1.97 (1.02-3.78) 1.82 (0.96-3.44) 0.092
Homem (N = 174) 73 Referéncia 1.18 (0.61-2.28) 1.45 (0.80-2.63) 0.477
Mulher (N = 158) 65 Referéncia 3.19 (1.45-6.99) 3.06 (1.50-6.26) 0.005
Mortalidade global
Estagio I-1ll (N =184) 69 Referéncia 1.23 (0.67-2.25) 2.21(1.24-3.96) 0.019
Estagio IV (N = 148) 111 Referéncia 2.11 (1.20-3.68) 1.69 (1.03-2.77) 0.025
Colon (N = 143) 90 Referéncia 2.93 (1.58-5.45) 1.93 (1.11-3.67) 0.003
Reto (N = 189) 90 Referéncia 1.05 (0.61-1.80) 2.04 (1.20-3.35) 0.010
Idade <60 anos (N = 164) 84 Referéncia 1.37 (0.75-2.48) 1.91 (1.11-3.30) 0.065
Idade >60 anos (N = 168) 96 Referéncia 1.99 (1.15-3.45) 1.99 (1.16-3.41) 0.021
Homem (N = 174) 97 Referéncia 1.51 (0.94-2.43) 2.11 (1.29-3.45) 0.232
Mulher (N = 158) 83 Referéncia 2.15 (1.12-4.14) 2.31(1.28-4.14) 0.016

Abreviaturas: IC, intervalo de confianga; HR, Hazard ratio.

aModelo de Cox ajustado por estagio (I-lll versus 1V), grau de diferenciagdo (moderado ou baixo versus alto), sitio tumoral (colon versus reto) e idade no diagnéstico

(continua).



Tabela 6. Calcio corrigido e sobrevida

Calcio Corrigido [HR (95% Cl)]

Baixo Intermediario Alto
(6.50-8.83) (8.84-9.29) (9.30-14.24) P
Mortalidade especifica por Cancer Colorretal
# Eventos / risco 32/110 42/109 64/113
Nao ajustada Referéncia 1.62 (1.02-2.57) 2.74 (1.78-4.23) <0.0001
Ajustada? Referéncia 1.81(1.12-2.92) 2.06 (1.32-3.20) 0.0043
Mortalidade global
# Eventos / risco 45/110 58/109 771113
Nao ajustada Referéncia 1.48(1.00-2.20) 2.34 (1.61-3.40) <0.0001
Ajustada? Referéncia 1.64 (1.10-2.45) 1.93 (1.32-2.82) 0.0026

Abreviaturas: IC, intervalo de confianga; HR, Hazard ratio.

a Modelo de Cox ajustado por estagio (I-lll versus V), grau de diferenciacdo (moderado ou baixo versus alto), sitio tumoral (colon

versus reto) e idade no diagnéstico (continua).
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DISCUSSAO

Trata-se do primeiro estudo de nosso conhecimento que avaliou a associacao
do CCR com os niveis séricos de calcio. Foi identificada a diminuicdo da sobrevida
global e especifica por CCR nos pacientes com valores de calcio corrigido medianos
ou no ultimo tercil estabelecido. Interessantemente essa associacao foi
independente do estagio tumoral, grau histolégico e idade. A probabilidade de
causalidade reversa foi reduzida com a analise de sensibilidade, onde pacientes
com O6bito precoce, trés e seis meses apos o diagnéstico, foram excluidos e os

resultados permaneceram significantes.

Os niveis de calcio acima do limite superior, hipercalcemia, representa um
agravante ao prognostico de pacientes com cancer (74, 75). A presenca da
hipercalcemia associada a doenca neoplasica, hipercalcemia maligna, quando
tratada mesmo em pacientes com doenca avancada ocasiona melhora na qualidade
de vida desses pacientes, sendo um tratamento importa no periodo paliativo (74). A
amostra utilizada neste trabalho contém apenas pacientes com CCR, onde essa
manifestacdo nao é identificada comumente. Além disso, a analise de sensibilidade
foi empregada para descartar a possibilidade pacientes com hipercalcemia
presentes na amostra (seis pacientes) interferissem no resultado, demonstrando que
outros mecanismos patolégicos poderiam estar envolvidos para explicar os

resultados encontrados com o calcio corrigido.

Comparando os resultados encontrados com outros estudos, para o
Carcinoma de Células Renais o ponto de corte frequentemente usando em estudos
gue associam o calcio sérico a sobrevida dos pacientes é inferior ao determinado
para hipercalcemia, ou seja dentro do limite de normalidade (61, 76). Na literatura,
poucos trabalhos trazem a associacao dos niveis séricos com o prognéstico de
pacientes com CCR. Como ja foi apresentado a maioria de estudos que avaliam os
niveis séricos de calcio abordam a HCM e nos pacientes com CCR a prevaléncia
deste evento € muito baixa, neste trabalho foi identificado apenas 1,8% dos
individuos com hipercalcemia.

Explicacdes biolégicas para o efeito apresentado neste trabalho séao
escassas, uma possibilidade para justificar a associagao do calcio corrigido com o

prognéstico do CCR seria os niveis de PTHrp, que poderia refletir nos niveis de



49

calcio dentro do intervalo de normalidade. Os peptideos relacionados ao PTH s&o
expressos em tumores colorretais (90% dos tumores) (64). A quantidade de PTHrp
produzido pelo tumor esta relacionada a diferenciacédo, invaséo e progressao da
doenca, relacionando-se a agressividade tumoral (64). Esta proteina na circulagéo
age similarmente ao PTH e sinaliza para que ocorra reabsorcao renal e 6ssea de

calcio, influenciando o niveis sérico do calcio (63).

Recentemente, um estudo que analisou a perda ponderal associada com a
presenca do PTHrp sérico, também identificou dentre as analises secundarias uma
associacado dos niveis séricos do calcio corrigido com a presenca do PTHrp e a
perda ponderal, ambas analises significativas. Neste estudo a amostra era composta
por diferentes tipos tumorais, cancer de cabega e pesco¢o, mama, tireoide, pulméao,
gastroesofagico, hematolégico, colorretal, entre outros, e a expressao do PTHrp nao

ocorreu ha mesma propor¢éao em todos os tipos de cancer (77).

Reconhecido como um marcador paraneoplasico para HCM, o PTHrp foi
associado recentemente com a caquexia no cancer a partir de um estudo com
animais, onde o anticorpo anti-PTHrp neutralizando as acées do mesmo reduziu
alteracdes do tecido adiposo, tecido muscular e expressao de genes termogénicos,
influenciando na caquexia do cancer (68). Outros estudos também mostraram
associagcbes do PTHrp com mudancas no peso corporal e tecido muscular de
pacientes com diferentes tipos de cancer (63, 68). Assim, justificamos
fisiologicamente que o calcio sérico estaria refletindo os niveis de PTHrp e

consequentemente associando-se ao pior prognéstico de pacientes com CCR.

O estudo apresenta algumas limitacées inerentes a sua natureza, como todo
trabalho retrospectivo ndao €& possivel controlar os critérios utilizados para a
solicitacao dos exames laboratoriais usados, levando a uma diminuicao da amostra.
Também por tratar-se de um estudo unicentrico com paciente assistidos pelo servigo
de saude publico e com vulnerabilidade socioeconémica, o que influencia o tempo
da procura a assisténcia médica e também o intervalo para diagnostico e
estadiamento da doenca, dentre outros fatores associados ao sistema publico de
saude e ao poder aquisitivo reduzido da populagao avaliada.

A analise com a data de coleta do calcio foi realizada com objetivo de
minimizar os possiveis efeitos do intervalo da coleta do calcio sérico com resultados

obtidos. A variagao para solicitagdo e momento de coleta dos exames caracteriza
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uma limitacdo da pesquisa retrospectiva. Porém, analisando as caracteristicas em
relacdo ao momento do calcio utilizado, a amostra compunha-se de 184 pacientes
em estadiamento de | a lll da doenca e destes apenas trés apresentavam o calcio
apos a cirurgia, habitualmente realizada no tratamento com intengao curativa.

Como postulado anteriormente mais estudos para analise dos efeitos do
calcio e o cancer colorretal sdo necessario. Atualmente é possivel contar apenas
com pontos de corte para determinacdo de hipercalcemia, a utilizacdo do calcio

sérico como um biomarcador nos pacientes com CCR & desconhecida.
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CONCLUSAO

O calcio corrigido foi relacionado a pior sobrevida global e a pior sobrevida
especifica por cancer nos pacientes com CCR. Apds ajuste por idade ao
diagnéstico, estagio, diferenciacéo e sitio tumoral os valores de calcio corrigido
permaneceram relacionado ao prognéstico desses pacientes. Com os testes de
sensibilidade as associa¢des de calcio corrigido também se mantiveram. Trata-se do
primeiro estudo de nosso conhecimento que avaliou a associagcdo do CCR com os
niveis séricos de calcio, demonstrando for¢a para indicar novas analises e estudos

para melhor determinar a relagao dos niveis de calcio com o CCR.
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Apresentagao do Projeto:

“No Brasil, o cancer de colorretal (CCR) é um dos principais e mais incidentes tipos de cancer, sendo o
segundo mais incidente em mulheres e o terceiro em homens. Estudos sugerem que a maior ingestdo de
célcio, bem como os maiores niveis séricos de calcio estdo associados a diminuigdo do risco de
desenvolvimento de CCR. Entretanto, pouco se sabe sobre os efeitos dos niveis séricos de calcio durante o
curso da doenga, e se este

atuaria como um fator preditor de sobrevida global destes pacientes. Assim, o presente trabalho objetiva
caracterizar a influéncia dos niveis de calcio no prognéstico de pacientes com cancer colorretal, por meio de
estudo retrospectivo com pacientes coletados por conveniéncia, acompanhados no ambulatério de
oncologia do Hospital de Clinicas da UNICAMP (HC-UNICAMP). Na coleta de dados, serdo obtidas
variaveis soécio demograficas e clinicas. Testes de Kaplan-Meier e log-rank serdo usados para comparar a
sobrevida entre os grupos. Para determinar o ponto de corte do célcio corrigido sera realizada a curva ROC
e para a andlise multivariada da relagé@o entre variaveis clinicas e sobrevida global sera utilizado o modelo
de risco proporcional de Cox”.

Objetivo da Pesquisa:
Caracterizar a influéncia dos niveis de céalcio no prognéstico de pacientes com cancer colorretal, por meio de
estudo retrospectivo com pacientes coletados por conveniéncia, acompanhados no
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ambulatério de oncologia do Hospital de Clinicas da UNICAMP (HC-UNICAMP).

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Estudo retrospectivo com informagdes contidas nos prontuarios dos pacientes; assim, foram
identificados riscos associados com a garantia do anonimato dos participantes de pesquisa. A pesquisadora
informa que “O método de pesquisa empregado garante o anonimato dos participantes, pois a pesquisa
sera realizada utilizando o numero de identificagdo gerado no HC-Unicamp para os registros hospitalares.
Os dados coletados serdo armazenados em local restrito e serdo acessados apenas pelos pesquisadores
do trabalho”.

Beneficios: Ndo ha beneficios aos participantes de pesquisa.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de uma pesquisa apresentada como trabalho de mestrado da pds-graduanda Mariana N Silveira
(pesquisadora responsavel), com orientagdo do Prof. Dr. José Barreto Campello Carvalheiro. Nesta
pesquisa, pretende-se caracterizar a influéncia dos niveis de calcio no prognéstico de pacientes com cancer
colorretal, por meio de estudo retrospectivo com pacientes coletados por conveniéncia, acompanhados no
ambulatério de oncologia do Hospital de Clinicas da UNICAMP (HC-UNICAMP). Trata-se de um estudo
retrospectivo que sera realizado mediante a coleta de informagdes contidas nos prontuarios dos pacientes
atendidos no ambulatério de oncologia do Hospital de Clinicas da UNICAMP (HC-UNICAMP) no periodo de
Janeiro de 2000 a 2018. Pretende-se incluir 1.167 participantes de pesquisa. Os pesquisadores propde
dispensa do TCLE, justificando: “O presente estudo sera avaliado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da UNICAMP, de acordo com a Resolugdo CNS n.° 466/12. Trata-se de uma pesquisa com dados
retrospectivos, obtidos a partir de coleta em prontuario médico, no Servigo de Arquivo Médico — SAM do HC-
UNICAMP e néao envolvera participacdo de voluntarios. O método de pesquisa empregado garante o
anonimato dos participantes, pois a pesquisa sera realizada utilizando o nimero de identificagcdo gerado no
HC-Unicamp para os registros hospitalares. Os dados coletados serdo armazenados em local restrito”.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Foram apresentados:
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1. Folha de rosto assinada pela pesquisadora responsavel, Mariana Nogueira Silveira e por Antonio
Gongalves de Oliveira Filho, Coordenador de Assisténcia do Hospital de Clinicas da Unicamp, instituicdo
indicada como proponente

2. Formulario da Plataforma Brasil com as informagdes basicas sobre o projeto.

3. Projeto completo.

4. Carteira estudantil confirmando o vinculo da pesquisadora com a instituicdo proponente.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
1. Nao ha pendéncias ou inadequagodes.

Consideragoes Finais a critério do CEP:
- O participante da pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na
integra, por ele assinado (quando aplicavel).

- O participante da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (quando aplicavel).

- O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o pesquisador
considerar a descontinuagdo do estudo, esta deve ser justificada e somente ser realizada ap6s analise das
razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou. O pesquisador deve aguardar o parecer do CEP
quanto a descontinuagdo, exceto quando perceber risco ou dano nao previsto ao participante ou quando
constatar a superioridade de uma estratégia diagndstica ou terapéutica oferecida a um dos grupos da
pesquisa, isto &, somente em caso de necessidade de ag¢do imediata com intuito de proteger os
participantes.

- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave
ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

- Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e

sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas e aguardando a aprovagéo
do CEP para continuidade da pesquisa. Em caso de projetos do Grupo | ou Il
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apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também a mesma,
junto com o parecer aprovatério do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial.

- Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente seis meses ap6s a data deste
parecer de aprovagao e ao término do estudo.

-Lembramos que segundo a Resolucédo 466/2012 , item XI.2 letra e, “cabe ao pesquisador apresentar dados
solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento”.

-O pesquisador deve manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e
responsabilidade, por um periodo de 5 anos apo6s o término da pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagées Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS DO _P | 01/03/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1077432.pdf 11:50:07
Projeto Detalhado / | Projeto_Pesquisa.pdf 01/03/2018 |MARINA NOGUEIRA| Aceito
Brochura 11:48:55 |SILVEIRA
Investigador
Outros Carteira_Universitaria.pdf 01/03/2018 |MARINA NOGUEIRA| Aceito

11:48:17 | SILVEIRA
Folha de Rosto Folha_de_Rosto.pdf 01/03/2018 |MARINA NOGUEIRA| Aceito
11:41:15 _[SILVEIRA

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagcao da CONEP:
Nao

CAMPINAS, 04 de Abril de 2018

Assinado por:
Renata Maria dos Santos Celeghini

(Coordenador)
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