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RESUMO

Anton C. Predicdo de malignidade de tumores ovarianos utilizando
marcadores tumorais, indice de risco e ROMA. [dissertagdo]. Sdo Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2011.

INTRODUCAO: O cancer de ovario é o mais letal de todos os canceres
ginecoldgicos e requer ser tratado por ginecologistas especializados em
centros terciarios para se obter melhor prognéstico. Este trabalho tem como
objetivo analisar e comparar quatro estratégias diferentes para predizer a
benignidade ou malignidade de tumores pélvicos supostamente de origem
ovariana utilizando para este fim, marcadores tumorais CA 125 e HE4, indice
de risco de malignidade (IRM) e algoritmo ROMA. METODOS: Neste estudo
prospectivo foram avaliadas 128 pacientes com diagnéstico de tumores
pélvicos supostamente de origem ovariana atendidas na Divisao de Clinica
Ginecolégica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo e Instituto do Cancer do Estado de Sao Paulo
entre julho de 2008 e janeiro 2011. Foram calculadas a sensibilidade e a
especificidade e construidas curvas ROC para comparar os quatro
parametros (CA 125, HE4, ROMA e IRM) na eficacia de diferenciar tumores
ovarianos. RESULTADOS: A sensibilidade obtida para CA 125, HE4, ROMA
e IRM foi de, respectivamente, 70,4%, 79,7%, 74,1% e 63,0%. A
especificidade para CA 125, HE4, ROMA e IRM foi de, respectivamente,
74,2%, 66,7%, 75,8% e 92,4%. Nao houve diferenga na comparacao das
areas abaixo da curva ROC entre os quatro parametros. CONCLUSOES:

Nenhum dos quatro métodos estudados é o ideal na diferenciacao de



tumores ovarianos. Entre os quatro parametros analisados o HE4 foi o
parametro com melhor sensibilidade na diferenciagdo de tumores ovarianos.
A acuracia dos quatro métodos € equivalente e podem ser utilizados
indistintamente para referenciar pacientes para servicos especializados no

tratamento de cancer de ovario.

Descritores: 1. Marcadores biolégicos de tumor, 2. Neoplasias ovarianas, 3.
Antigeno Ca-125, 4. Proteinas secretadas pelo epididimo, 5. Medicdo de
risco, 6. Sensibilidade e especificidade, 7. Curva ROC



SUMMARY

Anton C. Prediction of malignancy of ovarian tumors using tumor markers,
risk index and ROMA. [dissertation]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo”; 2011.

BACKGROUND: Ovarian cancer is the most lethal of all gynecological
cancers and requires to be treated by gynecologic oncologists in tertiary
centers accustomed to treating this disease to achieve the best prognosis.
This study aims to compare four different strategies to predict the benignity or
malignancy of pelvic tumors presumably of ovarian origin using, for this
purpose, tumor markers CA 125 and HE4, risk malignancy index (RMI) and
algorithm ROMA. METHODS: This prospective study evaluated 128 patients
supposedly with ovarian tumors treated at the Divisdo de Clinica
Ginecolégica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo and at Instituto do Céncer do Estado de Séo
Paulo between July 2008 and January 2011. We calculated sensitivity,
specificity and ROC curves to compare the four parameters (CA 125, HE4,
ROMA and RMI) ability to differentiate the ovarian tumors. RESULTS: The
sensitivity obtained for CA 125, HE4, ROMA and RMI was, respectively,
70.4%, 79.7%, 74.1% and 63.0%. The specificity obtained for CA 125, HE4,
ROMA and RMI was, respectively, 74.2%, 66.7%, 75.8% and 92.4%. There
was no difference the areas under the ROC curve among the four
parameters. CONCLUSIONS: None of the four studied methods is best in the
differentiation of ovarian tumors. Among the four parameters analyzed, HE4
was the parameter with highest sensitivity in the differentiation of ovarian

tumors. The accuracy of the four methods is equivalent and can be used



interchangeably to refer patients for specialized services in the treatment of

ovarian cancer.

Descriptors: 1. Tumor markers, biological, 2. Ovarian neoplasms, 3. CA 125
antigen, 4. Epididymal secretory proteins, 5. Risk assessment, 6. Sensitivity

and Specificity, 7. ROC curve



1 INTRODUCAO

A classificagcdo dos tumores primarios de ovario € extensa e
compreende grande variedade de neoplasias com epidemiologia, historia
natural e comportamento bastante distintos’. Os tumores malignos primarios
do ovario podem ser classificados em trés grandes grupos: a) tumores de
células germinativas, mais comum em mulheres jovens e adolescentes,
representam em torno de 3% dos tumores malignos do ovario; b) tumores
dos corddes sexuais e estroma, que compreendem outros 8% e c¢) tumores
epiteliais que constituem cerca de 90% dos canceres de ovario. Cerca de 6 a
7% das massas ovarianas encontradas ao exame fisico sdo tumores
secundarios, mais comumente metastaticos da mama, do trato

gastrointestinal e do endométrio’.

O carcinoma de ovario € uma doenca bastante heterogénea, com
diferentes tipos histoldgicos, a saber: serosos, mucinosos, endometridides,
de células claras, de células transicionais e indiferenciados. O tipo
histolégico mais comum é o seroso totalizando aproximadamente 70% dos
casos®*. Apresentam-se como doenca avancada em torno de 70% dos
casos (estadios tardios Ill e 1V), com taxas de sobrevida em 5 anos de
aproximadamente 30%>°: Quando diagnosticado precocemente a sobrevida
ascende para valores superiores a 90%’. E também o mais letal de todos os

canceres ginecoldgicos®®.



Tentativas de se fazer rastreamento e diagnoéstico precoce desta
neoplasia em mulheres assintomaticas tem se mostrado pouco eficazes. Os
principais estudos neste sentido envolveram a utilizagdo de métodos de
imagem, sobretudo a ultrassonografia e marcadores tumorais®. Estes
parametros tém sido usados isoladamente ou compondo estratégias mais
elaboradas no desenvolvimento de indices de malignidade, que quando
aplicados podem orientar na diferenciacdo entre tumores benignos e

malignos.

Entre os marcadores tumorais 0 mais amplamente utilizado € o Cancer
Antigen 125 (CA 125)%. Mais recentemente outro marcador, o Human
Epididymis Protein 4 (HE4), vem despertando interesse como um marcador

promissor na detecgéo precoce dos carcinomas® '°.

Se o rastreamento e o diagnéstico precoce do carcinoma de ovario é
tarefa dificil, a diferenciacdo entre massas tumorais ovarianas benignas e
malignas nao é mais facil. Os ovarios sdo érgaos intrapélvicos, o que impede
a coleta de material para exames diagnésticos, a nao ser por procedimentos
invasivos. Desta forma, torna-se de vital importancia o desenvolvimento de
métodos que permitam diferenciar as massas ovarianas benignas, que
podem ter conduta expectante ou conservadora, daquelas com consideravel

risco de malignidade que necessitam de intervencdes imediatas.

Os carcinomas de ovario costumam ser assintomaticos nos seus
estagios iniciais ou apresentam sintomas nao relacionados com os 6rgaos

genitais femininos até um ano antes de serem diagnosticados. Em um dos



maiores estudos sobre a sintomatologia destas pacientes antes do
diagnéstico, foi observado que 95% das pacientes apresentavam algum tipo
sintoma como dor abdominal, relatada em 77% dos casos; sintomas
gastrointestinais em 70%; alteragdes constitucionais em 50%; sintomas
urinarios em 34% e sintomas pélvicos em 26%. Os sintomas referidos
apareceram em menos de trés meses antes do diagnéstico de carcinoma de

ovario em 55% das vezes e ha mais de seis meses em 26% dos casos' '3,

Considerando as dificuldades atuais de identificacdo de sintomas
especificos do carcinoma ovariano; a falta de métodos efetivos de
rastreamento, diagndstico precoce e, sobretudo, a grande dificuldade em
diferenciar massas tumorais benignas e malignas nos estadios iniciais,
propusemo-nos a estudar e comparar quatro diferentes estratégias, os
marcadores tumorais CA 125 e HE4, o indice de risco de malignidade (IRM)
e o algoritmo ROMA (Risk Ovarian Malignancy Algorithm), na predi¢cdo de

malignidade de tumores pélvicos supostamente de origem ovariana.

1.1 Objetivos

Avaliar e comparar a eficacia de quatro métodos (marcadores tumorais
CA125 e HE4, IRM e ROMA) na predicdo de benignidade ou malignidade
dos tumores pélvicos supostamente de origem ovariana de pacientes
atendidas no setor de Ginecologia Oncologica da Divisdo de Clinica

Ginecolégica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da



Universidade de Sao Paulo e do Instituto do Cancer do Estado de Sao

Paulo.



2  REVISAO DE LITERATURA

2.1 Epidemiologia do cancer de ovario

O céancer de ovario é o sétimo cancer mais comum entre as mulheres,
com 3,7% dos casos. Segundo os dados do GLOBOCAN (2008), estimou-se
a incidéncia mundial em 225.484 casos ao ano e a mortalidade de 140.153
casos ao ano. E o terceiro cancer ginecolégico mais comum. Sua incidéncia
€ variavel nas diferentes regides do mundo, sendo maior nos paises do norte

da Europa e menor no norte da Africa’.

Nos EUA, o cancer de ovario é a quinta causa de morte por cancer em
mulheres (5% dos casos). Segundo estatisticas americanas fornecidas pelo
Surveillance Epidemiology and End Results (SEER), em 2010, sua
incidéncia estimada foi de 21.880 casos e de 13.850 mortes'®. A frequéncia
aumenta com a idade: 8 casos em 100.000 mulheres abaixo de 65 anos e
48,4 em 100.000 acima dos 65 anos. A média etaria € de 63 anos. Um dos
maiores fatores de risco € o antecedente familiar de primeiro grau com
cancer de ovario ou de mama principalmente quando diagnosticado na pré-

menopausa .

No Brasil, o cancer de ovario € o terceiro cancer ginecolégico, sendo
precedido pelo cancer de colo e do corpo uterino, mas é o segundo em
namero de mortes. A incidéncia estimada € de 5.530 casos e a mortalidade

de 2.982 casos por ano'*. Nos anos de 1997 e 1998, sua incidéncia em Séo



Paulo foi de 1.277 casos (3,09% dos canceres), com maior prevaléncia entre

60 e 64 anos'®.

2.2 Patologia do cancer de ovario

O céancer de ovario é uma doencga heterogénea, com diferentes tipos
histoldgicos®. Os tumores ndo epiteliais de ovario distribuem-se entre os
tumores de cordao sexual e estroma (1,2 a 6%), tumores de células
germinativas (2,6 a 3%) e tumores indeterminados (0,8 a 1%)%'’. Dentre os
tumores malignos, os epiteliais, ou seja, carcinomas sao os tipos mais
comuns, contabilizando cerca de 90% dos canceres de ovario®. Os
carcinomas englobam diferentes tipos histolégicos, a saber: serosos,
mucinosos, endometridides, de células claras, de células transicionais e os
carcinomas indiferenciados. O tipo histolégico mais comum é o seroso,
totalizando aproximadamente 70% dos casos®“. Existem ainda os tumores
metastaticos nos ovarios, cuja verdadeira incidéncia é dificil de avaliar, mas
que varia de 10 a 30% dos tumores malignos ovarianos segundo alguns

autores'®1.

O estudo das caracteristicas histologicas, a expressdo de marcadores
e o comportamento bioldégico dos tumores epiteliais levou recentemente a
proposicao de um modelo que classifica estes tumores em dois grupos: tipo |
e tipo Il. Os tumores do tipo | geralmente tem comportamento indolente, séo
restritos ao ovario no diagnédstico e teriam uma linearidade com seu tumor

benigno correspondente, passando por um passo intermediario que seriam



os denominados tumores de baixo potencial de malignidade (borderline).
Incluem os carcinomas serosos de baixo grau, endometridides de baixo
grau, de células claras, mucinosos e de células transicionais (tumores de
Brenner). Suas mutacoes sao estaveis e dificiimente apresentam mutacoes
do gene TP53. Ja os tumores do tipo Il, tém crescimento rapido, sao
agressivos e rapidamente se disseminam para fora do ovario. Uma grande
parte dos tumores de tipo Il surgiria nas fimbrias e envolveria o ovario. Neste
grupo se inserem 0s carcinomas serosos de alto grau, os endometridides de
alto grau, os carcinossarcomas e 0s carcinomas indiferenciados. Suas

mutacdes sdo instaveis e mutagdes do gene TP53 sdo muito comuns?’.

Recentemente estudos mostraram evidéncias que tumores primarios
de ovario na verdade surgiriam de outros érgaos pélvicos e atingiriam o
ovario secundariamente®’. Foi proposto que os tumores serosos se
originariam da implantagdo de células epiteliais das tubas. J& os tumores
endometridides e de células claras, teriam associagcdo com endometriose
sendo esta lesdo precursora destes tumores?'®*. Os tumores mucinosos e
de células transicionais surgiriam de ninhos de epitélio tipo transicional que

sofreram metaplasia na juncéo tubo mesotelial®*.

Em torno de 10% dos carcinomas de ovario estdo relacionados a
mutagbes genéticas de heranga autossémica dominante. Duas doengas com
este padrao de transmissibilidade sao conhecidas: a Sindrome do cancer de
ovario e mama (mutagdes nos genes BRCA-1 e BRCA-2) e a Sindrome

Hereditaria Ndo Poliposa do Cancer Colorretal (HNPCC)®?’. Mulheres



portadoras da mutacao do gene BRCA1 tém risco de carcinoma de ovario
elevado em 28 a 44%. Ja nas portadoras de mutacdao no gene BRCA2 este
risco € de 0,4% para mulheres abaixo dos 50 anos e atinge 27% aos 70
anos. As mutacoes nos genes BRCA sao responsaveis por 90% dos
carcinomas de ovario hereditarios. Populacées especificas como a dos
Judeus Ashkenazi sdo mais predispostas a essas mutacoes. Na HNPCC a
provavel mutacao ocorre nos genes MMR; pacientes com essas mutagdes

tem o risco de desenvolvimento do carcinoma de ovario avaliado em 12%2.

Algumas teorias a respeito da origem do carcinoma de ovario foram
aventadas®®. Uma delas esta relacionada com o estimulo repetido de
gonadotrofinas e estrogénio sobre epitélio da superficie do ovario, levando a
danos no DNA ndo reparados, o que poderia levar ao carcinoma®.
Situagdes como amamentacao, gestagao ou uso de anticoncepcionais orais,
em que ha suspensdo deste estimulo ha reducao do risco de desenvolver

carcinoma de ovario®,

A outra teoria proposta sugere que o carcinoma de ovario teria origem
na tuba uterina. Em estudo de pacientes portadoras de mutacdes nos genes
BRCA1 e BRCA2 submetidas a salpingooforectomia profilatica, observou-se
que 2,3% apresentavam carcinoma nos espécimes anatomopatologicos. A
neoplasia se encontrava, na maioria das vezes, nas fimbrias e ndo nos
ovarios como seria esperado®’. A andlise das fimbrias de pacientes com
carcinoma de ovario ou peritdbnio, com ou sem mutacées do gene BRCA

identificou carcinoma seroso intraepitelial tubario em 47% dos casos®. Ao



estudarem as fimbrias, varios autores identificaram a presenca de células
positivas para mutacdo do gene TP53 ao exame imuno-histoquimico de
tubas de pacientes com e sem mutacées do gene BRCA. A presenca de
mutacdo do gene TP53 foi denominada de “assinatura p53” (p53
signature)®. Esta alteracdo é encontrada concomitantemente a marcadores
de dano celular e em carcinomas serosos intraepiteliais tubarios. A
“assinatura p53” seria a primeira alteracao no processo de carcinogénese do
carcinoma seroso do ovario. As mutacées do gene TP53 sao encontradas no
carcinoma seroso de ovario e também no carcinoma seroso intraepitelial
tubario®. A exposicdo de fatores como ovulagdes, flutuacdes hormonais®,
processos inflamatoérios e infecciosos crénicos da tuba uterina como, por

2934 ou contato com substancias

exemplo, pela Chlamydia trachomatis
carcinogénicas seriam genotoxicas, levando as mutagdes®®. Estas
alteracoes teriam maior predisposicao de evoluirem para carcinoma seroso
intraepitelial tubario na presenga de mutacdées do gene BRCA. O carcinoma
seroso intraepitelial tubario seria a lesdo precursora do carcinoma seroso do
ovario®. Diversos autores identificaram este carcinoma justamente no local
onde as fimbrias se conectam ao mesotélio do peritbnio formando a juncao

endossalpinge mesotelial (JEM) %%,
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23 Diagnodstico

O diagndstico de tumor de ovéario é feito por exame de imagem quando
hé suspeita clinica ou achado incidental em exame ginecolégico de rotina.
Para o diagndstico diferencial das massas ovarianas, utilizam-se parametros

ultrassonograficos®®*', marcadores tumorais®**® e indices de risco de

4648 Muitas vezes, estes métodos sdo utilizadas de forma

malignidade
isolada e a combinacgao de alguns deles poderia melhorar a sua acuracia na

predicao de malignidade.

2.3.1 Ultrassonografia abdominopélvica

A acuracia da ultrassonografia abdominopélvica na identificagdo dos
tumores ovarianos € muito boa. Entretanto, a diferenciagcdo entre tumores

benignos e malignos é menos eficiente®.

Varios autores avaliaram a capacidade do exame ultrassonogréafico em
diferenciar tumores benignos de malignos®®®*. As caracteristicas
morfolégicas das massas ovarianas podem ser usadas para esta
diferenciacdo. Constitui importante fator limitante para esta analise a
experiéncia do examinador. Timmerman et al. (2000) padronizaram o0s

parametros morfolégicos com o intuito de minimizar erros de avaliagao®.

Para a diferenciacdo das massas ovarianas alguns autores criaram
sistemas de pontuagédo levando em conta os parametros morfologicos. Os

mais comumente avaliados sdo presenca de cistos uni ou multiloculares,
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regularidade e espessura das paredes do cisto, ocorréncia de septos e do
tamanho®. A sensibilidade dessa pontuacdo na predicdo de malignidade
nos trabalhos avaliados variou entre 74%° e 88%°2. Quanto &
especificidade, a menor encontrada foi 40% e a maior 67%"°2. O uso da
pontuagado tende a minimizar os resultados falsos positivos que ocorrem na
avaliacdo de tumores benignos como os teratomas, por exemplo. Foi
demonstrado que cistos uniloculares de paredes lisas dificimente s&o
malignos, mas se houver projecoes solidas no interior do cisto este risco
aumenta®"*®. Quanto maiores e mais irregulares as projecdes sélidas no
interior do cisto, maior o risco de malignidade. As projecoes soélidas sao
comuns nos tumores de baixo potencial de malignidade. Os tumores
uniloculares menores do que 10 cm tém risco de malignidade pequeno.
Varias mulheres que apresentavam cistos simples menores ou iguais a cinco

cm foram seguidas por mais de 9 anos apenas com ultrassom®®.

Em 1989, Bourne et al. sugeriram que a auséncia de
neovascularizacao intratumoral e alto indice de pulsatilidade a avaliagao com
ultrassom com doppler poderiam excluir tumores malignos*’. Porém, estudos

subsequentes n&o validaram este achado®°.

Em nosso meio, Blanco et al. (2003) avaliaram a capacidade da
ultrassonografia com doppler em diferenciar tumores ovarianos benignos e
malignos. Apesar da melhora da sensibilidade ao se utilizar contraste
intravenoso para aumentar a identificacdo vascular, a sensibilidade do

método permaneceu baixa®®. Em 2010, Veyer et al. também estudaram o
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emprego de contraste intravenoso para incrementar a acuracia na avaliagao
de massas anexiais. Contudo, o resultado que obtiveram usando o contraste
foi menor, mas semelhante ao diagnostico feito pelo examinador. Ao se

excluir os tumores de BPM, a acuracia com o contraste foi maior®'.

Nenhum sinal ultrassonografico sozinho é capaz de predizer se um
tumor ovariano € benigno ou maligno. Com a avaliacao de varios trabalhos e
experiéncia do IOTA (International Ovarian Tumor Analysis), Timmerman et
al. (2008) elaboraram um conjunto de 10 regras simples para se identificar

um tumor benigno e maligno®.

2.4 Marcadores tumorais

Marcadores tumorais sédo indicadores bioquimicos da presenca de um
tumor. Estas substancias podem ser produzidas por células tumorais ou
outras células do organismo em resposta a presenca do cancer. A afericao
qualitativa e quantitativa dos marcadores tumorais pode ser feita no sangue,
urina, tecidos ou em outros fluidos corpéreos®. Nem todos portadores de
cancer tém marcadores tumorais alterados, principalmente nos estadios
iniciais. Outrossim, alguns tém aumento dos valores destas substancias em
condi¢cées benignas. Além disso, 0 mesmo marcador tumoral pode estar
elevado em diferentes tipos de cancer. O marcador ideal seria aquele que
tivesse alta sensibilidade e alta especificidade e elevado valor preditivo

positivo. O marcador adequado para rastreamento e para monitorizar a
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resposta ao tratamento e recidivas tumorais deve ser o mais especifico

possivel para o tumor em investigagdo ou em seguimento®.

241 CA 125 (Cancer Antigen 125)

Um dos mais conhecidos e utilizados marcadores tumorais na
avaliacao do cancer de ovario é o CA 125, glicoproteina de alto peso
molecular. Este antigeno é detectado por um anticorpo monoclonal OC125
de origem murina, desenvolvido a partir de uma linhagem de células de
carcinoma de ovario (OVCA433)%>%. O anticorpo OC125 é detectado em

grande parte dos carcinomas de ovario®.

Além dos carcinomas de ovario, a glicoproteina CA 125 é expressa em
tecidos fetais e adultos. Sdo encontrados no amnio e em tecidos derivados
do epitélio celémico, como pleura, peritbnio e pericardio, principalmente em
areas com processos inflamatérios e com aderéncias®’. No trato genital
feminino é expressa no epitélio de tubas, endométrio e endocérvice®”. No
ovario normal foi identificada a sua expressdo em cistos de incluséo,

excrescéncias papilares e em areas de metaplasia®’®.

A partir do encontro da expressao dessa glicoproteina em diferentes
tecidos, com destaque para o carcinoma de ovario, passou-se a estudar o
CA 125 como um marcador tumoral para o cancer de ovario. Inicialmente foi
desenvolvido um teste laboratorial que posteriormente foi aprimorado. Este
teste permitiu avaliar o papel deste marcador na deteccéao de diferentes tipos

de tumores, em condicdes normais, fisiolégicas e benignas. Posteriormente,
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comecaram os estudos para analisar seu uso no rastreamento do cancer de
ovario, na avaliacao de recorréncia de doenca e do tratamento do cancer de

ovario e no diagnéstico diferencial de massas tumorais.

O primeiro teste laboratorial para identificacdo do CA 125 baseava-se
no reconhecimento de um epitopo do anticorpo monoclonal OC125 contra a
linhagem de células OVCA 433 de cistoadenocarcinoma seroso de ovario®.
Este teste foi comercialmente disponibilizado em 1983. A segunda geracao
de testes (CA 125 Il) incorporou o anticorpo M11 ao OC125 na determinacao
do epitopo. Trata-se de um teste laboratorial tipo ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) em sanduiche. Nesta técnica, uma quantidade fixa
de anticorpo de quantidade conhecida é fixada as placas de microtitulacéao.
Uma solucdo com antigeno €& colocada para reagir com anticorpo
monoclonal fixo. Apds a ligacdo, o antigeno nao ligado é removido e é
acrescentado novo anticorpo monoclonal ndo superposto ao antigeno.
Entao, é removido o segundo anticorpo nao ligado. A partir dai é construida
uma curva padrdo da ligacdo do segundo anticorpo em funcdo da

concentragdo do antigeno. A quantificacdo é feita por espectofotometria®.

Com a introducéo do anticorpo M11 ao teste, o CA 125 Il mostrou

maior taxa de positividade em relagéo ao CA 125 anterior’.

O CA 125 encontra-se elevado (maior que 35U/mIL) no soro de
pacientes com carcinoma de ovario em mais de 80% dos casos’'. Além da
identificagdo do aumento do CA 125 nos tumores epiteliais de ovario,

mostrou-se sua elevacdo também em tumores de células germinativas’?,



15

tumores derivados dos corddes sexuais e em tumores metastéaticos, como os
tumores de Krukenberg”. Varios outros tumores ginecolégicos estdo
associados a aumento do CA 125. Em um estudo que avaliou 60 mulheres
com tumores ginecolégicos nao ovarianos observou-se aumento do CA 125
em 100% dos casos de tumores tubarios, 83% de adenocarcinoma de colo
uterino, 50% dos adenocarcinomas endometriais e em menos de 15% nos

tumores escamosos de vulva e colo uterino’".

Na populagao saudavel, este antigeno pode ser encontrado em baixos
niveis (menor que 35U/mL) tanto em homens como em mulheres. Em estudo
com 888 doadores de sangue (537 homens e 351 mulheres), notou-se que
em apenas 1% o valor de CA 125 foi maior que 35U/mL independentemente
do sexo. Ja quando se usou o valor de 65U/mL encontrou-se elevado em

apenas 0,2%"*.

Em algumas condicoes fisiolégicas também se observa elevacao nos
valores de CA 125. Registrou-se que os valores mais altos de CA 125 sao
encontrados durante a menstruagao. Nas pacientes com endometriose este
padrao de variacao durante o ciclo menstrual também é seguido, porém com
valores de CA 125 mais elevados’. Em gestantes, encontra-se elevado no
primeiro trimestre da gestacdo’®. Ndo se detectou este aumento no segundo
e terceiro trimestres’’. Dependendo do estado hormonal (pré ou pos-
menopausa) foram notados diferentes valores de referéncia do CA 125.
Assim, mulheres na po6s-menopausa, assim como as histerectomizadas,

revelam valores mais baixos que as na menacme”>"87°,
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Em alteracées benignas foi identificado aumento do CA 125 em
pacientes com tuberculose peritoneal, processos inflamatérios pélvicos e
endometriose®. Nas com endometriose, principalmente em estadios
avancados, pode haver aumento em especial nos trés primeiros dias do ciclo

menstrual®’

. Outro fator que se deve levar em conta na analise deste
marcador é a presenca de fluido em cavidades serosas como peritbnio,
pericardio e pleura em pacientes com doencas benignas. Estudo feito com
39 pacientes submetidos a hemodialise crbnica divididos em dois grupos
com e sem a presenca de fluidos em cavidades serosas, comparados a um
grupo controle de 52 pacientes, mostrou aumento significante do CA 125 nos
pacientes com fluido em cavidades serosas em relagdo aos outros grupos.
Nao houve diferenca entre o grupo controle e o grupo dialitico sem fluido em
cavidades serosas®®. Topalak et al. avaliaram 133 pacientes com doencas
benignas e malignas com o intuito de observar o comportamento do CA 125
sérico e nos fluidos ascitico e pleural. Observaram aumento de CA 125 em
76% das pacientes com cancer de ovario, 96% dos pacientes com ascite e

em 100% das pacientes com carcinomatose com tumores de origem n&o

ginecolégica®.

O CA 125 esta elevado (acima de 35U/mL) em mais de 85% dos
carcinomas de ovario em estadios avancados, porém, encontra-se elevado
em apenas 50% dos casos em estadios iniciais. Aproximadamente 6% das
mulheres com CA 125 acima de 35U/mL nao sao portadoras de carcinoma
de ovario. A baixa sensibilidade para detecgdo precoce faz com que o uso

isolado deste marcador como método de rastreamento ndo seja adequado®.
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Em relacdo ao seguimento de pacientes com carcinoma de ovario apos
citorreducdo com ou sem quimioterapia adjuvante, a elevacao do CA 125
esta relacionada a recorréncia em 95% dos casos. A persisténcia de niveis
altos de CA 125 ¢ indicativa de presenca da doenca. A elevacao do CA 125
sem evidéncia de doenca pode ocorrer até trés meses antes do
aparecimento de lesao evidente. O seu incremento dentro dos limites da

normalidade ndo necessariamente indica recorréncia da doenga®.

Em relagdo a monitorizagdo do tratamento, o CA 125 é utilizado para
avaliar a resposta a quimioterapia. A queda nos seus valores parece estar
relacionada a resposta ao tratamento mesmo na auséncia de doenca
mensuravel. A resposta ao tratamento é definida como redugcédo de 50% ou
mais do valor do CA 125, o qual deve permanecer diminuido por pelo menos
28 dias. Este critério € valido para pacientes que tinham os valores de CA
125 com pelo menos o dobro do limite de referéncia®. A sua queda rapida

apés quimioterapia é indicador de prognéstico mais favoravel®>.

Apesar da baixa especificidade para identificar tumores ovarianos em
estadios iniciais, o CA 125 é muito utilizado para a diferenciacao de tumores
benignos e malignos principalmente em mulheres na pés-menopausa com
tumor ovariano®. Valores de CA 125 maiores que 95U/mL em mulheres pés-
menopausicas tém valor preditivo positivo de 95% para diferenciar massas
benignas de malignas®’. Além da prevaléncia de carcinoma de ovério ser
baixa na populacao de mulheres na pré-menopausa, a especificidade do CA

125 ndo é boa ja que muitas condicdes benignas e fisiolégicas podem
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confundir nessa avaliacao diferencial quando se utiliza apenas o CA 125
como marcador. Recentemente, vem sendo proposta a avaliagdo do CA 125
juntamente com outros marcadores com o objetivo de melhorar a acuracia

da predicdo de malignidade de massas ovarianas*?.

2.4.2 HE4 (Human Epididymis Protein 4)

Uma familia de genes que codificam proteinas moduladoras no cancer
vem tendo destaque. As proteinas codificadas por estes genes tém como
caracteristica a presenca de regides WAP (Whey Acid Protein). Estas
regibes sao compostas por cinquenta aminoacidos com oito residuos de
cisteina que formam quatro pontes de dissulfeto. O gene WFDC2 (WAP four-
Disulphide Core Domain 2) codifica a proteina HE4 (Human Epididymis
Protein 4) que tem dois dominios WAP. Este gene aloca-se no cromossomo
20q12-13.1. Nesta regiao, varias outras proteinas WAP envolvidas na
carcinogénese e progressao tumoral sdo codificadas. Proteinas da familia
com dominio WAP, como elafin e SLPI, tém importante papel na defesa
pulmonar e da pele. Estas proteinas sao codificadas na mesma regiao da
HE4%8. Ainda ndo se sabe as reais funcdes da proteina HE4. Sua sequéncia
de mRNA foi originalmente identificada por Kirschoff et al. e armazenada no

GenBank (banco de genes) %°.

A proteina HE4 foi identificada primeiramente no epididimo e
acreditava-se ter alguma funcdo na maturacdo do esperma®. Na tentativa
de se identificar marcadores tumorais foram avaliadas a expressao de cDNA

de culturas de tecidos e células tumorais utilizando técnica de microarray.
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Alguns trabalhos identificaram que o gene WFDC2 achava-se superexpresso
nos tumores ovarianos® . Outros também notaram a superexpressido deste
94,95

gene em outros tumores, como adenocarcinoma de mama )

adenocarcinoma de pulmao, mesoteliomas e carcinoma de endométrio®.

A expressdao do gene WFDC2 também foi encontrada em alguns
tecidos normais. A expressao da proteina nas glandulas salivares e nasais,
na regiao posterior da lingua, na tonsila e na regidao traqueobrdnquica leva a
crer que ela poderia estar envolvida com a imunidade do trato respiratério
superior, uma vez que todas as regides onde se observa esta expressao sao
sitios de producdo de proteinas envolvidas na imunidade do trato

respiratorio® .

No trato genital masculino, esta expressa no epididimo e no vaso
deferente e parece estar envolvida na maturagéo dos espermatozéides®’. Ja
no trato genital feminino, é expressa nas tubas, no endométrio, na
endocérvice e na glandula de Bartholin®®. Quando comparada a expressao
tecidual de WFDC2 entre carcinomas de ovario e tecido ovariano normal, é
muito maior no primeiro grupo®*®%. A observacdo de que a proteina HE4 é

expressa em tumores a torna candidata a ser um marcador tumoral®’.

Em 2003, foi elaborado por Hellstrém et al., um teste laboratorial com
objetivo de dosagem sérica do marcador HE4. Foi construida uma proteina
fundindo a proteina HE4 ao dominio Fc (fragmento cristalizavel) da IgG1
(Imunoglobulina G), que posteriormente foi utilizada na imunizagao de ratos

para obtencdo de dois anticorpos monoclonais (AcM): 2H5 e 3D8. O AcM
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3D8 foi fixado nas placas de microtitulacdo e o AcM 2H5 foi biotinilado
(juncdo com a vitamina biotina e a proteina estreptavidina para identificacao
de acidos nucléicos). Com os dois anticorpos monoclonais elaborou-se um

teste por ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) em sanduiche'®.

A partir da obtengdo de um teste no soro para quantificar o marcador
HE4, os primeiros estudos avaliando esta proteina como marcador tumoral
comecgaram a ser feitos. Em 2008, Moore et al. avaliaram 233 pacientes com
tumores ovarianos utilizando uma combinacdo de diversos marcadores
tumorais incluindo HE4 e CA 125, com o objetivo de predizer malignidade
dessas lesdes. Observou que isoladamente o HE4 teve melhor sensibilidade
(72,9%), com especificidade fixa em 95%, comparativamente aos outros
marcadores testados. Quando analisado os dados referentes ao estadio |, o
HE4 também se mostrou isoladamente melhor que os outros marcadores
testados, com sensibilidade de 45,9% fixando-se a especificidade em 95%.
A associacdo de nenhum outro marcador para melhorar a sensibilidade na
avaliagao do estadio | teve sucesso. Melhores resultados na avaliagéo global
foram conseguidos com a associagdao de CA 125 e HE4, que atingiram
sensibilidade de 76,4% na especificidade de 95%. O incremento da
sensibilidade com a associacdo em relacdo aos marcadores isolados foi de
33,1% em relacdo ao CA 125 e de 3,5% do HE4. Na andlise das pacientes
na pré e pés-menopausa, tanto a associacao de HE4 ao CA 125, como o
HE4 isoladamente, obtiveram maior acuracia em relacaéo ao CA 125
isoladamente em mulheres na pré-menopausa®’. A diferenciacdo de

malignidade na pré-menopausa € dificl uma vez que muitas doencgas
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benignas que ocorrem nesta faixa etaria, como miomas uterinos e
endometriose elevam o valor do CA 125, ndo sendo possivel, portanto,
diferenciar nestes casos a presenca de malignidade através da avaliacao do
CA 125. O HE4 auxilia nesta avaliagao, pois seu valor, na maioria das vezes,
nao se eleva. A acuracia na diferenciacdo entre o cancer de ovario e a
endometriose ovariana chega a 94%'°'. Quanto a avaliacdo na pos-
menopausa a associacdo CA 125 e HE4 nao foi significante. No estudo de
Moore et al., 0 HE4 teve apenas 12% de falsos positivos. Em contrapartida,
com o CA 125 houve 26% de falsos positivos. O HE4 tem maior
especificidade na avaliacdo de doencas benignas. Além disso, observou-se
aumento do HE4 em mais de 50% dos tumores que nao expressaram CA
125. Portanto, a associagdo destes dois marcadores parece melhorar a

predicdo de malignidade em tumores ovarianos*.

Alguns autores, a partir da avaliacao de Moore et al., passaram a testar
a capacidade de predicao de malignidade de massas ovarianas utilizando a
associacdo dos marcadores HE4 e CA 125192 A predicdo de malignidade
€ importante principalmente para o referenciamento das pacientes com
suspeita de malignidade para hospitais terciarios, que contam com
ginecologistas oncolégicos. A abordagem do cancer de ovario por
profissionais treinados em cirurgia oncologica é fundamental para o
adequado estadiamento e citorreducado 6tima, fatores que tém impacto na

sobrevida, com reducdo da morbidade e da mortalidade'*®%.
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Com a observagcdo de que o HE4 aumenta a acuracia do CA 125 na
predicdo de tumores ovarianos foi elaborado um algoritmo denominado
ROMA. Associa os valores séricos do HE4 e do CA 125 com informacdes
sobre o estado menopausal, a fim de classificar as pacientes em baixo e alto
risco*®'%?, Neste particular, foram classificadas como pacientes de alto risco

94% daqueles com canceres epiteliais de ovario'%.

2.5 indices de malignidade

2.5.1 IRM (indice de risco de malignidade)

Com o objetivo de melhorar a eficiéncia da predicao de malignidade de
massas ovarianas foi proposto por Jacobs, et al. em 1990, o IRM (indice de
Risco de Malignidade), que, através de regressao logistica, associou aos
parametros ultrassonograficos o marcador tumoral CA 125 e o estado

menopausal*®

. Para seu calculo, o valor do CA 125 é multiplicado pelo valor
obtido através dos parametros ultrassonograficos e pelo valor associado a

pré ou pés-menopausa.

Os parametros ultrassonogréaficos analisados (Tabela 1) foram: cisto
multiloculado, evidéncia de areas sdlidas, ocorréncia de metastases,
presenca de ascite e lesdes ovarianas bilaterais. Na auséncia de qualquer
um desses itens, o valor atribuido ao parametro ultrassonografico € zero; a
presenca de um parametro € conferido um ponto e, a presenca de dois ou

mais o valor trés. Quanto ao estado menopausal, € atribuido o valor um para
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pacientes na pré-menopausa e trés para as pacientes na pés-menopausa. A
multiplicacdo desses trés parametros: CA 125, ultrassonografia e estado
menopausal, resulta em um indice de risco. Para Jacobs et al., o valor de
corte de 200 mostrou sensibilidade de 85,4%, especificidade de 96,9%, valor

preditivo positivo de 42,1% e valor preditivo negativo de 0,15%.

TABELA 1 - Caracteristicas ultrassonograficas avaliadas no calculo de IRM

Parametros

Multiloculacdes
Areas sélidas
Evidéncia de metastases
Ascite
Bilateralidade

A presenca de cada um vale um ponto.

U = parametro ultrassonografico do IRM.
Auséncia dos parametros da tabela: U
Presenga de um parametro: U
Presenca de dois ou mais parametros: U

0
1

3

Outros autores, baseado no indice de risco de malignidade proposto
por Jacobs et al., sugeriram novos indices de risco alterando em suas
regressoes logisticas os valores atribuidos aos parametros do indice de risco
original*”'%”. Contudo, a comparacdo entre os indices ndo se mostrou

diferente®’.
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2.5.2 ROMA (Risk Ovarian Malignancy Index)

Moore et al. (2009), com o intuito de criar um método com dados
objetivos que pudesse ser utilizado em diferentes centros, propdés um
algoritmo utilizando valores da quantificacdo dos marcadores CA 125 e HE4
associado & informagdo sobre o estado menopausal'®. Desta forma,
obtiveram um instrumento para a predicdo de malignidade de tumores
ovarianos sem a interferéncia dos dados ultrassonograficos que sao
examinador dependente e podem ocasionar erros. Este algoritmo classifica
0s tumores ovarianos em baixo ou alto risco para doenga ovariana maligna.
Os pontos de corte foram fixados em valores em que a especificidade foi de
75% tanto na pré quanto na pés-menopausa. Assim, 75% das pacientes com
doenga benigna foram classificadas corretamente como sendo de baixo
risco. Segundo Moore et al. (2010), os valores do indice de predi¢cdo do
ROMA com a especificidade de 75% foram 13,1% para pacientes na pré-
menopausa e 27,7% na pds-menopausa. Isto significa que pacientes na pré-
menopausa com indice de predicao menor que 13,1% e aquelas na pos-
menopausa com valor abaixo de 27,7% sao classificadas como baixo risco

para doenca maligna do ovéario'®. (Tabela 2)

TABELA 2 - Valores de corte do IP segundo o algoritmo ROMA em pacientes
na pré e ha pos-menopausa

Estado Menopausal IP* Risco

Pré <13,1% Baixo
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213,1% Alto
Pds < 27,7% Baixo
2 27,7% Alto

*IP = Indice preditivo

Na validacado do ROMA, quando analisado o risco de tumores
ovarianos serem carcinomas ou tumores de baixo potencial de malignidade
foi obtida sensibilidade (S) de 89%, especificidade (E) 75%, valor preditivo
positivo (VPP) de 62,3% e valor preditivo negativo (VPN) de 93,6%. Quando
analisados isoladamente, os carcinomas, os valores foram S=94,3%,
E=75%, VPP=59,8% e VPN=97,1%. Ja na avaliacdo de estadios precoces
os resultados foram os seguintes: S=85,3%, E=75%, VPP=27,1% e

VPN=97,9%".
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3 CASUISTICA E METODOS

Realizou-se estudo prospectivo no Setor de Ginecologia Oncolégica da
Divisédo de Clinica Ginecolégica do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sdo Paulo e do Instituto do Céncer do Estado
de Sao Paulo no periodo de junho de 2008 a janeiro de 2011. Este projeto
foi aprovado pelo Comité de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo, protocolo 1067/08 (Anexo A). Todas pacientes participantes do

estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo B).

3.1 Amostra

A amostra estudada foi constituida de mulheres com diagnostico de
tumores pélvicos supostamente de origem ovariana. O tamanho da amostra
foi calculado com base na fixagcdo dos erros tipo | e Il e considerando a
variabilidade da variavel CA 125. Desse modo, estimaram-se para esta

amostra 123 pacientes.

3.2 Critérios de inclusao e exclusao

Foram incluidas pacientes com diagndstico de tumores pélvicos obtidos
através de ultrassonografia abdominopélvica (USG), tomografia
computadorizada (TC) ou ressonancia magnética (RM) previamente ao

diagnéstico anatomopatolégico, com idade entre 15 e 90 anos. As pacientes
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na menacme foram avaliadas fora do periodo menstrual. As mulheres
incluidas no estudo foram submetidas a cirurgia ou bidpsia da lesdao guiada
por imagem quando apresentavam sinais de carcinomatose. Foram
consideradas na pés-menopausa as pacientes acima de 50 anos ou as com

mais de 40 anos e sem menstruacées ha pelo menos um ano.

Adotaram-se, como critérios de excluséo, as gestantes, as pacientes
submetidas a dialise peritoneal, os casos previamente diagnosticados com
potencial elevacdo do CA 125 (como mesotelioma) e os tumores

identificados como n&o ovarianos durante a cirurgia.

3.3 Marcadores tumorais

Foram colhidas amostras de 3 a 5 mL de sangue para determinacao
dos marcadores CA 125 e HE4. No dia da cirurgia ou da biépsia guiada por
imagem foram coletadas duas amostras de 3 a 5 mL de sangue em tubo
seco. A primeira foi encaminhada para o Laboratério de Medicina Nuclear do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o
Paulo para analise de CA 125 Il utilizando cobas® 4000 analyser series e
411 module for immunoassays Roche®. A segunda foi centrifugada e o soro
armazenado em tubos secos a - 20 °C e posteriormente encaminhados ao
freezer a - 80 °C. Posteriormente, estas amostras foram submetidas a
determinacdo dos niveis de HE4 através de HE4 EIA assay (Fujirebio
Diagnostics Inc, Suécia). As amostras foram processadas através de teste

imunoldgico de fase sdlida pela técnica de sanduiche. Foram pipetados 25
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de calibradores, controles e amostras das pacientes e colocados em cada
microtubo. A seguir, foram pipetados 100 pl do anticorpo monoclonal 2H5
biotinilado (jungdo com a vitamina biotina e a proteina estreptavidina para
identificagao de acidos nucléicos) anti-HE4 e adicionados aos microtubos. A
solucdo foi incubada por 1 hora em temperatura ambiente em placa
agitadora. Apds a incubacao, todos os microtubos foram aspirados e lavados
por trés vezes. O HE4 presente nos calibradores ou amostras foi absorvido
pela estreptavidina durante a incubacado. Apds a lavagem, os microtubos
receberam 100 pl de solugé&o contendo anticorpo monoclonal 3D8 anti-HE4
e foram incubados novamente em temperatura ambiente, por 1 hora, na
agitadora. Apdés a segunda incubacdo, os microtubos foram aspirados e
lavados novamente por seis vezes. A seguir, colocou-se em cada um dos
microtubos 100 pl de solugdo tamponada contendo perdxido de hidrogénio e
3, 38, 5, 5'tetra metilbenzidina. Os microtubos foram incubados por mais 30
minutos. Durante a reacdo houve a formacdo de coloracdo azul nos
microtubos quando havia HE4 e sua intensidade de coloragcao foi
proporcional a quantidade de HE4 presente nas amostras. Ao término dos
30 min, foi feita a leitura da intensidade da cor por espectrofotbmetro a 620
nm. Foram construidas curvas calibradoras através da plotagem dos valores
de absorbancia versus a concentragéo de cada calibrador. As concentracoes

de HE4 das amostras foram entéo lidas da curva de calibragéo.
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34 Calculo do indice e algoritmo (IRM e ROMA)

O calculo do IRM foi realizado pela multiplicacdo do valor de CA 125,
pelo valor atribuido ao estado menopausal (1: pré-menopausa, 3: pos-
menopausa) e pelo indice obtido através da avaliacdo dos parametros
ultrassonograficos*®. Quando a paciente havia sido submetida primeiramente
a TC ou RM ao invés de ultrassonografia foram utilizadas as mesmas
caracteristicas preconizadas na avaliacao ultrassonografica por Jacobs et

1*8 Se no

al.*® Este tipo de analise j4 foi validada previamente por Moore et a
exame de imagem houvesse a presenca de multiloculacées, bilateralidade,
presenca de componente sélido em seu interior, presenca de ascite,
evidéncia de metastase a distancia, foi atribuido 1 ponto para cada um
desses parametros. Para o calculo indice de imagem do IRM, na auséncia
de todos estes parametros, foi conferido o valor zero, um parametro valor 1 e

dois ou mais parametros valor 3. Desta forma, o IRM foi calculado conforme

expressao a seguir:

IRM=CA 125 x M x U
CA 125 = valor do CA 125 em U/mL
M = estado menopausal
U = indice obtido a partir dos pardmetros de imagem
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O algoritmo ROMA foi calculado conforme expressdes determinadas

previamente por Moore®:

ROMA =exp(IP)/[1 + exp(IP)]
ROMA = Probabilidade de predi¢ao
exp = exponencial
IP = indice preditivo, cujo calculo depende do estado menopausal

Pré-menopausa:

IP=-12 +2.38*In (HE4) + 0.0626*In (CA 125)
In = logaritmo neperiano
HE4 = valor do HE4 em pM
CA 125 = valor do CA 125 em U/mL

Pés-menopausa:

IP=-8.09 + 1.04*In (HE4) + 0.732*In (CA 125)
In = logaritmo neperiano
HE4 = valor do HE4 em pM
CA 125 = valor do CA 125 em U/mL

Todos os tumores foram classificados segundo a Organizagdo Mundial
de Saude e os tumores de baixo potencial de malignidade foram

considerados malignos.

3.5 Avaliacao dos resultados

Ao término da obtencdo dos dados, foi calculada a sensibilidade, a

especificidade, o VPP e o VPN para os marcadores CA 125 e HE4 e para os
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indices IRM e ROMA. Foram confeccionadas curvas ROC (Receiver
Operating Characteristic) e calculadas as AUC (area under the curve) tanto
para os marcadores tumorais como para os indices com objetivo de avaliar e
comparar a acuracia de cada método na predi¢cdo de malignidade de massas
ovarianas. Foi utilizado o programa MedCalc v11.1.1.0 (MedCalc Software,
Mariakerke, Belgium) para os calculos estatisticos e confeccao das curvas
ROC. Para comparacéao das curvas ROC foi utilizado o método de Delong,

et al. (1988)'%. Foi considerado p<0,05 como estatisticamente significante.
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4 RESULTADOS

Das 128 pacientes selecionadas, oito foram excluidas pelos seguintes
motivos: em cinco casos houve problemas com a amostra; um caso tratava-
se de mioma subseroso; uma paciente fazia didlise peritoneal o que poderia
comprometer a analise de CA 125 e uma tinha o diagnéstico de

mesotelioma. Foram entdo utilizados no estudo 120 casos.

4.1 Caracteristicas da amostra

Foram avaliadas 66 pacientes com massas ovarianas benignas e 54
com tumores ovarianos malignos. As idades das pacientes variaram entre 15
e 89 anos. A média de idade entre as pacientes com tumores benignos foi
de 50,74 = 16,16 anos e nas com tumores malignos foi de 55,24 + 12,96
anos. Quanto a avaliagdo do estado menopausal, entre as pacientes com
tumores ovarianos benignos 29 encontravam-se na menacme e 37 eram
pds-menopausicas. Entre as pacientes com tumores ovarianos malignos, 18

estavam na menacme e 36 eram pds-menopdusicas (Tabela 3).
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TABELA 3 - Caracteristicas das pacientes do estudo

Estado Hormonal

n ldade (Média) Pré-menopausa P6s-menopausa
Benigno 66 50,74 (16 — 89) 29 37
Maligno 54 55,24 (15 -82) 18 36
Total 120 53,11 (15— 89) 47 73

4.2 Caracteristicas histopatoldgicas

Entre os tumores malignos diagnosticaram-se os seguintes tipos
histoldgicos: carcinoma seroso (n=16), adenocarcinoma endometridide
(n=3), carcinossarcoma (n=1), adenocarcinoma metastatico de mama (n=1),
adenocarcinoma metastéatico do trato gastrointestinal (n=5), adenocarcinoma
metastatico de colo (n=1), carcinoma de células claras (n=1), tumor de
células da granulosa (n=4), tumor de células de Leydig (n=1), tumor de
células esteroidicas (n=1). Os tumores de baixo potencial de malignidade
(BPM) foram considerados malignos na dicotomizagcdo de malignidade e
benignidade. Entre eles, seis serosos e 11 mucinosos. Entre os classificados
como benignos foram encontrados os seguintes tipos histolégicos: teratoma
(n=16), endometriose (n=13), fioroma (n=4), cistoadenoma mucinoso (n=11),
cistoadenoma seroso (n=14), tumor de Brenner (n=2), cistos simples (n=6)

(Tabela 4).
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TABELA 4 - Diagnésticos histolopatoléogicos

Tipo histoldgico n de casos Tipo histolégico n de casos
Benigno (n=66) Maligno (n=54)
Teratoma 16 Seroso 16
Endometrioma 13 Endometridide 3
Fibroma 4 Mucinoso 3
Cistoadenoma mucinoso 11 Células claras 1
Cistoadenoma seroso 14 Carcinossarcoma 1
Cisto simples 6 Tumor de célula da granulosa 4
Tumor de Brenner 2 Tumor de células de Leydig 1
Tumor de células esteroidicas 1
Metastatico 7
BPM*
Seroso 6
Mucinoso 11

* BPM — Baixo potencial de malignidade

4.3 Marcadores tumorais

Foram obtidas as médias e medianas dos dois marcadores tumorais
analisados - CA 125 e HE4. As médias e medianas dos tumores malignos
foram superiores aos dos benignos para os dois marcadores. As médias e
medianas assim como os valores minimos e maximos de CA 125 e HE4

podem ser observados na Tabela 5.
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TABELA 5 - Médias, valores maximos, minimos e medianas dos marcadores
tumorais

Média Mediana
(DP)* (valores minimos e maximos)

CA 125 (U/mL) HE4 (pM)  CA 125 (U/mL) HE4 (pM)
Benignos 36,78 £ 55,50 76,49 + 58,41 17,05 (3,2-292) 64,8 (12,7-325,4)

Malignos 264,78 +45828 212,25 +343,64 97,3 (7,5-2856)  138,5 (2,5-2427)

*DP = desvio padrao

O célculo da média e mediana dos niveis de CA 125 e HE4 também foi
feito separadamente para alguns tipos histolégicos. Nos casos de
endometriose, foram calculadas a média e a mediana do CA 125 (114,18 +
86,95 e 91,90, respectivamente) que foram superiores aos dos tumores
benignos em geral. Em relacdo ao HE4, os valores da média e mediana
(55,97 + 28,90 e 45,60 respectivamente) foram menores aos obtidos nos
tumores benignos como um todo. Outros tumores benignos, como
cistoadenomas serosos, mucinosos e teratomas, apresentaram valores
médios de CA 125 inferiores em relagdo ao grupo benigno como um todo. Ja
na analise do HE4, as médias foram maiores, excetuando-se o0s

cistoadenomas mucinosos (Tabela 6).
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TABELA 6 - Médias e medianas de CA 125 e HE4 para alguns tumores
benignos do ovario

L . Mediana
Média , .
(DP) (valores maximos e minimos)
CA 125 (U/mL) HE4 (pM) CA 125 (U/mL) HE4 (pM)
91,90 45,60
Endometriose 114,18 + 86,95 55,97 + 28,90
(29,30 —292,90) (18,50 — 110,80)
. 17,70 66,40
Cistoadenoma 18,70 6,09 66,38 + 28,54
Mucinoso (11,50 — 29,90) (17,70 — 104,40)
. 11,75 66,55
Cistoadenoma 13,68+8,17 87,99 + 65,55
Seroso (4,00 - 17,70) (12,70 — 68,30)
16,55 59,15
Teratoma 20,96 £ 22,13 77,70 £ 72,46

(13,90 -97,50) (18,90 — 325,40)

Alguns tipos histolégicos de tumores malignos também foram avaliados

separadamente. Os carcinomas foram os que apresentaram maior média e

mediana. Os tumores metastaticos apresentaram também valores altos de

média e mediana, porém bem mais baixos do que os carcinomas primarios

do ovario. Os tumores derivados dos corddes sexuais apresentaram valores

de média e mediana bastante baixos de CA 125, mas revelaram valores

altos de HE4. Em relacdo aos tumores de BPM, observaram-se valores altos

de média e mediana tanto para o CA 125 quanto para o HE4; porém os do

tipo serosos mostraram niveis préximos aos dos tumores malignos como um

todo (Tabela 7).
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TABELA 7 - Médias e medianas de CA 125 e HE4 para alguns tumores

malignos do ovario

Média
(DP)

CA 125(U/mL)

HE4 (pM)

Mediana

(valores maximos e minimos)

CA 125(U/mL)

HE4 (pM)

Carcinomas
primarios

450,67 £ 619,58

356,1 £ 492,44

176,90
(44,60 — 2856,00)

186,20
(3,10 — 2427,00)

Carcinomas
metastaticos

156,16 + 122,99

110,63 = 78,24

152,40
(17,00 — 336,10)

103,30
(2,50 — 223,90)

Tumores dos
cordde sexuais

50,18 £ 60,24

100,88 + 24,98

16,35
(7,50 — 151,60)

95,25
(67,50 — 135,50)

*BPM
mucinosos

91,90 + 228,40

93,41 + 54,11

18,70
(10,50 — 779,20)

75,50
(24,20 — 174,50)

*BPM serosos

248,02 + 322,62

115,18 + 60,64

106,35
(16,70 — 844,50)

108,40
(33,60 — 193,60)

*BPM: Tumores de baixo potencial de malignidade

Além da média e mediana do CA 125 e HE4, foram calculados para

cada um deles a sensibilidade, especificidade, VPP e VPN. Os valores de
corte utilizados nesta avaliagdo foram: CA 125 = 35 U/mL e HE4 = 70 pM.
Nesta avaliacdo, os tumores de BPM foram considerados de alto risco

juntamente com os demais canceres de ovario.

Em relagdo ao CA 125, a sensibilidade encontrada nas pacientes na
pré—-menopausa foi de 83,3% e apenas 16,7% dos tumores malignos
deixariam de ser encaminhadas para servigos terciarios. Ja& em pacientes na
pds—menopausa, a sensibilidade foi de 63,9% e nao seriam encaminhadas a

um servico terciario 36,1% de pacientes com tumores malignos. Nas
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pacientes na pos—menopausa pode-se identificar corretamente 85,2% de

pacientes com testes positivos realmente doentes (Tabela 8).

Na avaliagdo global do CA 125, seus valores de sensibilidade e
especificidade ndo sao muito bons (70,4% e 74,2% respectivamente).
Porém, ao analisarmos o0s casos que deixaram de ser identificados como
malignos encontramos um tumor metastatico da mama e um tumor
metastatico do colo, ambos previamente diagnosticados, seis tumores de
corddes sexuais, nove tumores mucinosos de BPM e um tumor de BPM

seroso. Nenhum carcinoma primario de ovario deixou de ser identificado.

Na identificagdo especifica dos carcinomas, a sensibilidade obtida foi

de 93,5% e a especificidade de 70,8%.

TABELA 8 - Sensibilidade, Especificidade, VPP e VPN de CA 125 em
pacientes na pré e pos-menopausa

CA 125(35U/mL) Sensibilidade Especificidade VPP VPN
Pré 83,3% 55,2% 53,6% 84,2%
Pés 63,9% 89,2% 85,2% 71,7%

Quanto ao HE4, a sensibilidade encontrada (79,6%) foi maior que a do
CA 125, porém com especificidade menor (66,7%). Nesta avaliacdo, 20,4%
das pacientes com tumores malignos deixariam de ser identificadas e
encaminhadas para servicos terciarios ao invés dos quase 30% na avaliacao

do CA 125. Quando avaliadas pacientes na pés-menopausa, os valores de
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sensibilidade foram superiores aos da pré-menopausa (Tabela 9). Na pré-
menopausa, 27,8% das pacientes com tumores malignos deixariam de ser
encaminhadas a servicos terciarios e enquanto na pds-menopausa este

valor seria menor, apenas 16,7% das pacientes.

Na identificacao especifica dos carcinomas a sensibilidade obtida foi de

87,1% e a especificidade de 57,3%.

TABELA 9 - Sensibilidade, Especificidade, VPP e VPN de HE4 em pacientes
na pré e pés-menopausa.

HE4 (70 pM) Sensibilidade Especificidade VPP VPN
Pré 72,2% 82,8% 72,2% 82,8%
Pos 83,3% 54,1% 63,8% 76,9%

Apenas um caso de carcinoma primario de ovario deixou de ser
identificado com o uso do HE4. Porém, esta paciente apresentava valor de
CA 125 = 1127 U/mL, indice bastante alto que chamaria a atencao para o
encaminhamento desta paciente. Os demais casos nao identificados com
uso de HE4 possuiam a seguinte histologia: um tumor metastatico de mama
(previamente diagnosticado), um tumor metastatico do TGl, cinco tumores
mucinosos de BPM, um tumor seroso de BPM e um tumor derivado dos
corddoes sexuais. As Tabelas 10 e 11 mostram as porcentagens dos

diferentes tipos histoldgicos dos tumores benignos com CA 125 e HE4 acima
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dos valores de corte e dos tumores malignos com CA 125 e HE4 abaixo do

nivel de corte, respectivamente.

TABELA 10 - Porcentagem de pacientes com valores de CA 125 e HE4 acima
do valor de corte nas neoplasias benignas

Tipo Histologico CA 125 >35 U/mL HE4 > 70 pM
Endometriose (n=13) 92,3% 23,1%
Teratoma (n=16) 12,5% 31,3%
Fibroma (n=4) 25% 50%
Cistoadenoma 0% 27,3%
mucinoso (n=11)

Cistoadenoma seroso 7,1% 31,3%
(n=14)

Cisto simples (n=6) 16,7% 33,3%

Tumor de Brenner (n=2) 0% 50%




41

TABELA 11 - Porcentagem de pacientes com valores de CA 125 e HE4 acima
do valor de corte nas neoplasias malignas

Tipo Histolégico CA 125 >35 U/mL HE4 > 70 pM
Adenocarcinoma seroso 100% 93,8%
(n=16)-

Adenocarcinoma 66,7% 100%

mucinoso (n=3)

Adenocarcinoma 100% 100%
endometridide (n-3)

Carcinoma de células 100% 100%
claras (n=1)

Metastatico mama (n=1) 0% 0%
Metastatico colo (n=1) 0% 100%
Metastatico TGI* (n=5) 100% 60%
Carcinossarcoma (n=1) 100% 100%
Tumor de células da 50% 100%

granulosa (n=4)

Tumor de células de 0% 0%
Leydig (n=1)
Tumor de células 0% 100%

Esteroidicas (n=1)

Borderline mucinoso 18,2% 54,5%

Borderline seroso 66,7% 83,3%

*TGI = Trato Gastrointestinal

Quando os tumores de BPM foram considerados de baixo risco,
houve um incremento das taxas de sensibilidade tanto do CA125 como do

HE4 (Tabela 12).
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TABELA 12 - Sensibilidade e Especificidade de CA 125 e HE4 quando tumores
de BPM foram classificados como tumores de baixo risco

CA 125(35U/mL) HE4 (70 pM)
Sensibilidade 83,8% 86,5%
Especificidade 71,1% 60,2%

4.4 ROMA e IRM

Foram obtidas as médias e medianas do algoritmo ROMA e do IRM. As
médias e medianas dos tumores malignos em relagcdo aos benignos foram
bastante superiores, tanto na avaliacdo do ROMA quanto do IRM. As médias
e medianas, assim como os valores minimos e maximos de ROMA e IRM

podem ser observados nas Tabelas 13 e 14.

TABELA 13 - Médias, valores minimos e maximos do algoritmo ROMA

Média Mediana
(DP) (valores minimos e maximos)
Benignos 15,3% + 11,1% 13,3% (8 - 42)

Malignos 48,8% + 30,6% 52,2% (0-99,9)
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TABELA 14 - Médias, valores minimos e maximos do IRM

Média Mediana

(DP) (valores minimos e maximos)
Benignos 72,3 +105,4 29,4 (0 — 496,8)
Malignos 1411,5 + 3669,8 358,6 (0-25704,0)

A sensibilidade, especificidade, VPP e VPN foram calculados para os
para ROMA e IRM na pré e na pds-menopausa e considerando todas as
pacientes. Os valores de corte utilizados nesta avaliagdo foram: ROMA =
13,1% na pré—menopausa e ROMA = 27,7% na p6s - menopausa, IRM =

200.

A sensibilidade encontrada para o ROMA foi superior a do IRM tanto
na pré como na pés—menopausa. Neste caso, 22,2% das pacientes
deixariam de ser encaminhadas a servicos terciarios para serem tratadas. A
especificidade do IRM foi bastante elevada principalmente na pés —
menopausa. Os valores de VPP na avaliacdo do IRM foram também
bastante elevados. Nas Tabelas 15 e 16, pode-se observar a sensibilidade,
especificidade, VPP, VPN, na pré e pés-menopausa tanto do ROMA como
IRM. Na avaliagao global, as sensibilidades do ROMA e IRM foram 74,1% e

63,0%, respectivamente.

Na identificacdo especifica dos carcinomas utilizando-se o ROMA a
sensibilidade obtida foi de 80% na pré e 95,2% na pés—menopausa. Ja a

especificidade foi de 59,5% na pré e 75,0% na p6s—menopausa.



44

TABELA 15 - Sensibilidade, Especificidade, VPP e VPN de ROMA em
pacientes na pré e pos-menopausa.

ROMA Sensibilidade Especificidade VPP VPN
Pré (13,1%) 77,8% 69,0% 60,9% 83,3%
Pés (27,7%) 72,2% 81,1% 78,8% 75,0%

TABELA 16 - Sensibilidade, Especificidade, VPP e VPN de IRM em pacientes
na pré e pés-menopausa.

IRM (200) Sensibilidade Especificidade VPP VPN
Pré 72,2% 89,7% 81,3% 83,9%
Pos 58,3% 94,6% 91,3% 70,0%

Na identificacdo especifica dos carcinomas utilizando-se o IRM a

sensibilidade obtida foi de 87,1% e a especificidade de 80,9%.

O IRM diferenciou 76,9% dos casos de endometriose enquanto o
ROMA apenas 46,2%. A média dos valores do IRM nestas pacientes foi de
126,5 enquanto a do ROMA foi de 12,4%, valor muito préximo ao nivel de

corte deste parametro.

Entre os tumores malignos, o algoritmo ROMA nao foi capaz de
diferenciar dois tumores metastaticos do TGIl, um tumor metastatico de
mama, um adenocarcinoma seroso, quatro tumores dos corddes sexuais,
seis tumores mucinosos de BPM e dois tumores serosos de BPM. Ja o IRM
nao foi capaz de diferenciar um tumor metastatico de colo, um tumor

metastatico da mama, um adenocarcinoma mucinoso, um adenocarcinoma
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Seroso, um carcinossarcoma, oito tumores mucinosos de BPM, trés tumores

serosos de BPM e quatro tumores do cordao sexual.

Assim como os marcadores tumorais, houve um incremento das taxas
de sensibilidade tanto do ROMA como do IRM quando os tumores de BPM

foram considerados de baixo risco. (Tabela 17).

TABELA 17 - Sensibilidade e Especificidade de ROMA e IRM quando tumores
de BPM foram classificados como tumores de baixo risco

ROMA IRM (200)
Estado Hormonal

Pré (13,1%)  P6s(27,7%)

Sensibilidade 83,3% 84% 75,7%
Especificidade 62,9% 75% 86,7%
4.5 Curvas ROC

Com o intuito de comparar a acuracia dos quatro métodos entre si
foram construidas curvas ROC para CA125, HE4, ROMA e IRM (Figuras 1 a

4). A Figura 5 mostra a comparacgao de todas as curvas.
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FIGURA 3 - Curva ROC para ROMA FIGURA 4 - Curva ROC para IRM
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As areas abaixo da curva foram também calculadas. O método que
apresentou maior AUC foi o IRM, ou seja, mostrou ter maior acuracia.
Porém, quando comparadas as areas entre si, ndo houve diferenca
significante. Na Tabela 18, observam-se as areas abaixo da curva de cada

um dos parametros avaliados.

TABELA 18 - Areas das curvas ROC de CA 125, HE4, ROMA e IRM

AUC* IC95%** Valor p
CA 125 0,802 0,719 — 0,869 <0,0001
HE4 0,777 0,692 — 0,848 <0,0001
ROMA 0,824 0,743 — 0,887 <0,0001
IRM 0,861 0,786 — 0,917 <0,0001

*AUC: Area abaixo da curva ROC
**|C: Intervalo de Confianca

Foi realizada comparacgao pareada entre as curvas ROC para avaliar
se havia diferenca estatistica entre elas. As comparacdes das curvas entre
os dois marcadores tumorais e entre ROMA e IRM n&o tiveram diferenca
estatistica entre si. Na Tabela 19, podem-se notar as comparacoes. A Unica
comparacao das areas abaixo da curva que houve diferenca estatistica foi
entre HE4 e ROMA (p=0,03) na avaliacdo global e pds—menopausa

(p=0,05).
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TABELA 19 - Comparacao das areas das curvas ROC entre marcadores
tumorais, ROMA e IRM

Diferenga das areas 1C95%* Valor p
CA 125 x HE4 0,024 -0,0886 - 0,137 0,675
ROMA x IRM 0,038 -0,0536 - 0,128 0,419

*IC: Intervalo de Confianga

Efetuou-se analise separada dos quatro parametros na pré e na pés—
menopausa. Curvas ROC foram construidas para cada um dos dois grupos
para analisar cada um dos parametros: CA 125, HE4, ROMA e IRM (Figuras

6a15).
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FIGURA 6 - Curva ROC para CA125 FIGURA7 - Curva ROC para HE4 em
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FIGURA 11 - Curva ROC para CA 125 FIGURA 12 - Curva ROC para HE4 em
pacientes na pds menopausa
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FIGURA 15 - Curvas ROC de CA 125, HE4, ROMA e IRM em pacientes na pés
menopausa
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A Tabela 20 mostra o melhor valor de corte obtido para CA 125, HE4,
ROMA e IRM tanto na pré como na pds-menopausa e suas respectivas
sensibilidades e especificidades. Foram encontrados valores de corte do
HE4 e ROMA na pré-menopausa semelhante ao valor de corte padrdao. O
ROMA e IRM apresentaram tanto nos melhores valores de corte como no
valor de corte padrao, especificidade muito boa, porém, a baixa sensibilidade

dos métodos ainda deixaria de referenciar 25% de pacientes doentes.
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TABELA 20 - Sensibilidade e especificidade do CA 125, HE4, ROMA e IRM na
pré e pds - menopausa no melhor valor de corte e valor de corte

padrao.
Melhor valor de corte Valor de corte padrao™**
Marcador ROC* Valor S (%) E*™ (%) Valor S (%) E*™* (%)
AUC corte corte
Todos  CA 125 0,802 | 59UmL 61,1 86,4 |35UmL 704 74,2
HE4 0,777 | 87pM 75,9 77,3 70 pM 79,6 66,7
ROMA 0,824 | 23,3% 75,9 81,8 741 75,8
IRM 0,861 113,1 77,8 87,9 200 63 92,4
Pré CA 125 0,807 | 96 U/mL 77,8 82,8 35 U/mL 83,3 55,2
HE4 0,774 | 68pM 72,2 82,8 70 pM 72,2 82,8
ROMA 0,791 13,9% 77,8 79,3 13.1% 77,8 69,0
IRM 0,875 244 72,2 96,6 200 72,2 89,7
Pés CA 125 0,846 | 24 U/mL 69,4 86,5 35 U/mL 63,9 89,2
HE4 0,762 | 104pM 75,0 78,4 70 pM 83,3 54,1
ROMA 0,840 | 39.7% 63,9 97,3 27,7% 72,2 81,1
IRM 0,853 113,0 77.8 89,2 200 58,3 94,6

*ROC/AUC = area abaixo da curva ROC (Receiver Operating Characteristic)

**S = Sensibilidade
***E = Especificidade

***+ \/alores de corte padrdo: CA 125 segundo Bast et al. 1983"*, HE4 segundo Moore et al. 2008,
ROMA segundo Moore et al. 2010'% e IRM segundo Jacobs et al. 1990*°
*#*++ Og valores de corte para 0 ROMA s3o diferentes para pré e pés-menopausa'®
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5 DISCUSSAO

O cancer de ovario € uma doenca altamente letal e requer ser tratado
por equipe especializada habituada no tratamento desta doenca para se
obter o melhor prognéstico. Além do estadiamento cirdrgico, que €
fundamental para a decisao de tratamento adjuvante, a citorredugdo 6tima
tem impacto na sobrevida dessas pacientes. Acredita-se que 20 a 30% dos
casos supostamente em estadios iniciais sdo falsamente estadiados, e
encontram-se, na verdade, em estadios mais avancados'®'"". Isto, muitas
vezes, ocorre quando as pacientes sao tratadas por profissionais nao
especialistas. Além disso, estudos evidenciam melhor taxa de sobrevida
quando as pacientes com cancer de ovario sao tratadas inicialmente em
centros terciarios por ginecologistas oncolégicos afeitos a citorreducao

(’)tima112-114

Nos Estados Unidos estima-se que uma em cada cinco mulheres sera
submetida a tratamento cirdrgico por tumores anexiais alguma vez ao longo
de sua vida'"®. Mais de 90% das neoplasias ovarianas na pré-menopausa
sao benignas e este valor cai para 60% na pdés-menopausa. Os centros
terciarios ndo conseguiriam tratar todas estas pacientes'’®. A utilizacdo de
um método capaz de diferenciar as neoplasias benignas e malignas é
fundamental para se criar um sistema de referenciamento para estas

pacientes.
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A utilizacdo de marcadores tumorais, indices de risco e algoritmos
podem ser Uteis na diferenciacdo de tumores ovarianos auxiliando no

referenciamento adequado dessas pacientes.

Desde o desenvolvimento da dosagem sérica do CA 125 em 1985%,
este teste vem sendo usado como marcador tumoral. A sua sensibilidade no
diagndéstico de carcinoma de ovario encontrada por varios autores variou de
69 a 97% #1017 Em nosso estudo, foi calculada a sensibilidade do CA
125 na avaliacdo de tumores ovarianos utilizando-se o valor de corte de
35U/mL. Encontramos sensibilidade de 70,4%, o que esta de acordo com o
observado na literatura. Como no presente estudo, Van Gorp et al., também
nao descartaram os tumores de BPM na sua avaliagdo e obtiveram

sensibilidade de 79,5%, valor ligeiramente superior ao encontrado por nés''.

Os tumores de BPM interferem na avaliacdo de sensibilidade e
especificidade. Jacob et al., avaliou tumores benignos versus malignos nao
considerando os tumores de BPM e, paralelamente, avaliou os tumores
benignos versus tumores de BPM. Obtiveram sensibilidade e especificidade
de 69% e 90,1% no primeiro grupo e de 12,5% e 90,1% no segundo grupo,
respectivamente™. Muito provavelmente os valores de sensibilidade
encontrados na amostra do presente estudo sdo baixos porque os tumores
de BPM foram considerados como de alto risco. Se agrupassemos essas
neoplasias no grupo de baixo risco, obteriamos sensibilidade de 83,8%,
especificidade de 71,1% e VPN de 90,8%. De igual modo, todos os outros
parametros do estudo tiveram aumento do valor da sensibilidade quando os

tumores de BPM foram considerados tumores de baixo risco: HE4 (86,5%



55

versus 79,7%), ROMA (83,8% versus 74,1%) e IRM (75,7% versus 63%).
Assim, a luz desses dados, a inclusdo dos tumores de BPM como tumores
de baixo risco para referenciamento das pacientes para centros terciarios
parece ser adequada. Estes tumores tém bom prognéstico em 5 anos sendo
de 98% nos estadios | e 90% nos estadios Ill sem implantes invasivos. Além
disso, nao é infrequente o diagnéstico de tumores de baixo potencial de
malignidade apenas quando a peca cirlrgica é avaliada como um todo
(principalmente nos tumores de BPM do tipo mucinoso). Apds o diagnéstico,
estas pacientes precisam ser adequadamente estadiadas cirurgicamente.
Ou seja, se essas pacientes fossem operadas em centros nao
especializados ainda poderiam ser encaminhadas para centros terciarios

para adequado estadiamento sem comprometimento do seu progndstico'.

Desta forma, poucas pacientes com diagnéstico de neoplasias
malignas deixariam de ser tratadas em servicos especializados. Em nossa
série, as histologias dos tumores malignos que apresentaram valores de CA
125 menores que 35 U/mL foram: dois tumores da granulosa, um tumor de
células de Leydig, um tumor de células esteroidicas, um tumor metastatico
de mama (previamente diagnosticado) e um tumor de colo uterino
(previamente diagnosticado). Os tumores derivados dos corddes sexuais
(tumores de células da granulosa, células de Leydig e células esteroidicas)
sao tumores raros. Muitas vezes, as massas ovarianas sao encontradas na
investigacdo de pacientes apresentando sinais de aumento de producéo
hormonal. Como exemplo, temos a hiperestrogenizacdao do endométrio

causando sangramentos anormais ou puberdade precoce no caso dos
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tumores de células da granulosa ou virilizagdo nos tumores de células de
Leydig. O progndstico desses tumores é bom e sdo encontrados na maioria
das vezes em estadios iniciais devido aos sinais e sintomas que podem
provocar. As pacientes em idade fértil podem ser submetidas a cirurgias
conservadoras'. Além disso, esses tumores podem ter recorréncia apos
muitos anos do seu tratamento, mostrando seu caracter indolente, o que nao
mudaria o prognéstico das pacientes eventualmente tratadas por nao
especialistas em um primeiro momento e referenciadas para servicos
terciarios apds o diagnéstico. As duas pacientes com tumores metastaticos
ndao mudariam o progndstico de sua doenga por serem tratadas em servicos
terciarios, mas provavelmente ja estariam sendo seguidas nestes servicos

pelo tumor primario.

Moore et al. em 2008%, analisaram a sensibilidade e especificidade do
novo marcador tumoral HE4. Obtiveram sensibilidade de 72,9% e
especificidade de 95%. Porém, na analise desses autores*, foram excluidos
nove tumores de baixo potencial de malignidade, dois canceres de ovario
nao epiteliais e 13 tumores metastaticos para o ovario. Ruggeri et al. em
2011, registraram sensibilidade de 84,4% e especificidade de 90%, porém
foram considerados apenas os tumores epiteliais sendo também excluidos
os tumores BPM e outros canceres de ovario™. Van Gorp et al.*', como em
nossa amostra, consideraram os tumores de BPM como malignos e
encontraram sensibilidade de 74,5%, valor maior que o encontrado por
Moore et al.*. Em nossa casuistica nao foram excluidos os tumores de baixo

potencial de malignidade nem os nao epiteliais, uma vez que, previamente a
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cirurgia nao é possivel saber o diagndéstico anatomopatolégico da lesao
ovariana. Neste caso, analisando-se o HE4 como marcador isolado obteve-
se, mesmo assim, valor de sensibilidade (79,6%) maior que o relatado por
Moore et al., 2008*. Se analisarmos a nossa amostra considerando o0s
tumores de baixo potencial de malignidade como sendo de baixo risco, a

sensibilidade seria de 86,5% com VPN de 90,9%.

Outra analise interessante €& a diferenciacdo dos casos de
endometriose utilizando os marcadores CA 125 e HE4. Nesta amostra,
92,3% (12/13) das pacientes com endometriose tinham valores de CA 125
acima de 35U/mL. A endometriose é uma doenca benigna que mais
frequentemente interfere na avaliacdo de diferenciacdo de benignidade e
malignidade de tumores ovarianos por aumentar muito os resultados falso
positivos. Nos casos analisados, somente trés (23,1%) das pacientes com
endometriose apresentavam valores de HE4 superiores a 70 pM. Tal achado
sugere que este marcador pode vir a ser fonte de avaliagdes futuras
especificas desta doenga. Huhtinen et al, em seu estudo, também
confirmaram que os valores de CA 125 estdo elevados nos casos de

endometriose enquanto os niveis de HE4 ndo se encontravam elevados™'.

Na avaliacdo dos tumores malignos, apenas um caso com histologia
epitelial deixou de ser diferenciado através do marcador HE4. Porém, o nivel
de CA 125 achava-se bastante elevado (1127 U/mL), o que o teria
diferenciado. As demais pacientes com HE4 menores que 70 pM
apresentavam as seguintes histologias: dois tumores metastaticos do trato

gastrointestinal e um tumor de células de Leydig. Esta avaliacdo €
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importante por mostrar a capacidade do HE4 em identificar corretamente os
carcinomas de ovario que sao 0s canceres com maior impacto na
citorreducéo 6tima primaria. Quando comparamos os marcadores CA 125 e
HE4, o CA 125 esteve abaixo de 35U/mL em 16,2% (seis casos) dos
tumores malignos e o HE4 esteve abaixo de seu nivel de corte em 8,1%

(trés casos).

Em 2009, Moore et al, propuseram a criagdo de um algoritmo
utilizando os dois marcadores CA 125 e HE4, levando-se em conta o estado
menopausal, para potencializar a acuracia na determinacdo de massas
ovarianas por utilizar apenas medidas objetivas quantitativas'. Encontraram
sensibilidade de 88,7% e especificidade de 74,7%, quando avaliadas tanto
as pacientes na pré como na pds-menopausa. Na analise dos nossos, 0s
valores de sensibilidade e especificidade foram, respectivamente, 74,1% e
75,8%. Provavelmente os valores mais baixos encontrados nesta analise
ocorreram por considerarmos os carcinomas, os tumores nao epiteliais e os
tumores de BPM como tumores de alto risco, ao contrario de Moore et al.
qgue nao consideraram os tumores nao epiteliais em sua andlise'”. Em outro
estudo realizado em 2010, Moore et al. , avaliaram novamente os casos
benignos versus os carcinomas epiteliais e também analisaram os casos
benignos versus os carcinomas incluindo os tumores de BPM. Fixando-se a
especificidade em 75 %, obtiveram sensibilidade de 94,3% no primeiro grupo
e de 89% no segundo grupo. Assim, os tumores de BPM reduzem a
sensibilidade na avaliagdo das massas anexiais quando associadas ao

grupo de tumores de alto risco.
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Outro método que pode ser utilizado na diferenciacdo de massas
ovarianas benignas e malignas é a utilizacdo de IRM criado por Jacobs et
al., em 1990*. Estes autores encontraram sensibilidade de 85,4% e
especificidade de 96,9%, utilizando valor de corte de 200. Neste estudo, a
sensibilidade e a especificidade encontradas tiveram valores mais baixos e
foram de 66,7% e 87,9% respectivamente. No trabalho de Jacobs et al.*, a
heterogeneidade de tipos histolégicos foi menor, o que pode ter causado
esta diferenca. A heterogeneidade de tipos histoldgicos em nossa casuistica
e a contemplacdao de todos na andlise torna a avaliacdo dos dados mais
realistica. A avaliagdo dos casos considerando os tumores de BPM como
tumores de baixo risco, melhora os valores de sensibilidade, especificidade,

VPP e VPN, que foram de 78,4%, 81,9%, 65,9% e 89,5%, respectivamente.

A avaliacdo da acurdcia dos quatro métodos analisados (CA 125,
HE4, ROMA e IRM) foi feita por meio do célculo das areas abaixo das curvas
ROC de cada uma delas separadamente e, posteriormente, comparando-as
entre si. A AUC para o IRM teve globalmente e numericamente o melhor
valor, porém ndo houve diferengca nas areas na comparacdo dos quatro

métodos.

A area abaixo da curva encontrada por Moore et al. em relacao ao
algoritmo ROMA foi superior ao verificado em nosso estudo (91,3% versus
82,4%)®. Quanto ao IRM, Moore et al.*, registraram valor da area abaixo da
curva ROC bastante semelhante ao nosso (84,4% versus 85,5%). Ao
contrario de Moore et al. *®, a comparacao entre as areas abaixo das curvas

ROC do algoritmo ROMA e do IRM nao tiveram diferenca (p=0,50). Quando
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avaliados os valores das areas abaixo da curva ROC dos marcadores CA
125 e HE4 obtiveram-se os valores 80,2% e 77,7%, porém sem diferenca
entre si (p=0,67). Ja na avaliacdo destes marcadores tumorais feita por

Moore et al., os respectivos valores foram 83,6% € 90,8%.

Pela analise das curvas ROC também foi possivel calcularmos o
melhor valor de corte. Assim, o melhor valor de corte de CA 125 (CA 125 =
58,6U/mL) foi superior ao encontrado por Bast et al. (1983) (CA 125 =
35U/mL)™. Van Gorp et al., em 2011, registraram valor de corte semelhante
ao nosso (CA 125 = 62,5 U/mL)™. Na pré-menopausa, o melhor valor de
corte foi menor que neste estudo (83,8 U/mL versus 95,6 U/mL), porém
muito superior ao valor padronizado™. Com o marcador tumoral HE4
também foi encontrado valor superior (HE4 = 87,4pM) ao descrito por Moore
et al. (HE4 = 70pM) como melhor valor de corte®®. Van Gorp et al,
encontraram valor de corte semelhante ao nosso para as pacientes na pré—
menopausa (66,0 U/mL versus 68,2 U/mL). Em relacdo a avaliacao global e
na pés-menopausa, o grupo de Van Gorp et al.”® observaram valores mais
proximos aos de Moore et al. *. O melhor valor encontrado para o algoritmo
ROMA foi de 13,97% na pré-menopausa, muito semelhante ao valor
encontrado por Moore et al. (13,1%) e de 39,68% na pés-menopausa, valor
superior ao notado por Moore et al. (27,7%)*. Van Gorp et al. encontraram
valores de corte mais préximos ao de nosso estudo, 22,2% versus 23,3% na
avaliacao global; 16,6% versus 13,97% na pré—menopausa € 35,9% versus

39,7% na pbs-menopausa''. O valor de corte do IRM também foi maior (IRM
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= 275,7) que o verificado por Jacobs et al(IRM = 200) em seu artigo

original®.

Por fim, nenhum dos quatro métodos estudados é o ideal na
diferenciacdo de tumores ovarianos. Podem ser uteis em situagdes
especificas como é o caso do HE4 na avaliagdo de pacientes na pré-
menopausa com suspeita de endometriose. A acuracia dos quatro métodos
€ equivalente e podem ser utilizados indistintamente para referenciar

pacientes para servicos especializados no tratamento de cancer de ovario
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6 CONCLUSOES

1. O marcador CA 125 isoladamente mostrou ser eficiente na
diferenciacdo dos carcinomas ovarianos primarios. Entre as pacientes na

pré—menopausa foi o parametro com melhor sensibilidade;

2. O marcador HE4 apresentou a melhor sensibilidade global na
avaliacdo dos tumores malignos de ovario e também no diagndstico
diferencial de endometriose. Entre as pacientes na pés—menopausa foi o
parametro com melhor sensibilidade. Mostrou-se superior em pacientes na

pré-menopausa, na diferenciagéo de carcinomas ovarianos e endometriose;

3. O algoritmo ROMA mostrou menor sensibilidade do que os
marcadores CA125 e HE4 na avaliagcdo global, porém, foi bastante
semelhante ao CA 125 quando considerados os tumores de baixo potencial

de malignidade como tumores de baixo risco;

4. O IRM foi o parédmetro com menor sensibilidade, porém

numericamente com melhor acuracia entre os quatro métodos.

5. Todos os parametros melhoraram o desempenho de sensibilidade
quando os tumores de BPM foram considerados tumores de baixo risco o
que é uma avaliacao aceitavel com objetivo de refereciamento de pacientes

para centros terciarios.

6. Os quatro parametros estudados, CA 125, HE4, IRM e ROMA,
apresentam acuracia equivalentes quando o objetivo for selecionar pacientes

de alto risco para referencia-las a servicos de especializados em cancer.



7

ANEXOS

63

Anexo A: Aprovacdo do projeto pela Comissdo de Etica para Andlise de

Projetos de Pesquisa da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da

Universidade de Séao Paulo

APROVACAO

A Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa -
CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sdo Paulo, em sessdo de 18/02/2009, APROVOU o
Protocolo de Pesquisa n° 1067/08, intitulado: "AVALIAGAO DE UMA NOVA
COMBINAGAO DE MARCADORES TUMORAIS (CA 125, DHL, COLESTEROL TOTAL E
HE4) NO DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DE CISTOS OVARIANOS' apresentado pelo
Departamento de OBSTETRICIA E GINECOLOGIA, inclusive o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar a CAPPesq, os
relatérios parciais e final sobre a pesquisa (Resolucdo do Conselho Nacional de
Saude n° 196, de 10/10/1996, inciso IX.2, letra "c").

Pesquisador (a) Responsavel: Jesus Paula Carvalho

Pesquisador (a) Executante: Cristina Anton

CAPPesq, 19 de Fevereiro de 2009

5,

Prof. Dr. Eduardo Massad
Presidente da Comissdo de
Etica para Andlise de Projetos
de Pesquisa
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Anexo B: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N2 & ..o SEXO: MO F O
DATA NASCIMENTO: ........ Y fooa

ENDEREGO. ¢t tteeeseueeeeesseseeassessesessasseessseeseeaesesaeeseeesseeesssasseesssaseeesseaneessesenessanees
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1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: Avaliacio de uma nova combinacio de
marcadores tumorais (CA 125, DHL, Colesterol total e HE4) no diagnéstico
diferencial de cistos ovarianos.

PESQUISADOR: Prof. Dr. Jesus Paula Carvalho
CARGO/FUNGAO: Professor Associado FMUSP
INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N2 CRM 35885
UNIDADE DO HCFMUSP: Ginecologia

2. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
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1 — Pacientes com diagnéstico clinico e ultrassonogréafico de cistos anexiais com
indicagcao de tratamento cirurgico, farao coleta de 10 mL de sangue periférico, fluido
peritoneal e liquido do cisto ovariano, no dia da cirurgia para dosagem dos
marcadores: HE4, CA 125, Dehidrogenase lactea (DHL) e Colesterol total. Todas
as pacientes serdo submetidas a exérese da massa ovariana e exame

anatomopatoldgico.

2 — Serao colhidos: a) uma amostra de sangue de 2 mL, b)amostra do liquido
encontrado na cavidade abdominal no momento da cirurgia e ¢) amostra do liquido
presente dentro do cisto do ovario.

3 — A cirurgia para o cisto de ovario sera feita da forma costumeira.

4 — Nao havera desconforto adicional.

5 — Beneficios para o participante: Nao existe beneficio direto previsto. Trata-se de
estudo experimental testando a hipdtese de que o estudo dos marcadores tumorais
possam predizer a natureza benigna ou maligna dos cisto ovarianos. Somente no
final do estudo poderemos concluir a presenga de algum beneficio.

6 — Nao existem procedimentos alternativos.

7 — Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos
profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais
davidas. O principal investigador € o Dr Jesus Paula Carvalho. que pode ser
encontrado no endereco Clinica Ginecoldgica da FMUSP Telefone(s) 3069-7621.
Se vocé tiver alguma consideragéo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos,
225 — 5% andar — tel: 3069-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX: 3069-6442 ramal 26
— E-mail: cappesq@hcnet.usp.br

8 — E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e
deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu
tratamento na Instituicéo;

09 — Direito de confidencialidade — As informagdes obtidas serdo analisadas em
conjunto com outros pacientes, ndo sendo divulgado a identificacdo de nenhum
paciente;

10 — Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas,
qguando em estudos abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos
pesquisadores;

11 — Despesas e compensacoes: ndo ha despesas pessoais para o participante em
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qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas. Também nao ha
compensacao financeira relacionada a sua participagédo. Se existir qualquer
despesa adicional, ela sera absorvida pelo orcamento da pesquisa.

12 - Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado
somente para esta pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou
que foram lidas para mim, descrevendo o estudo” Avaliacdo de uma nova
combinacao de marcadores tumorais (CA 125, DHL, Colesterol total e
HE4) no diagnostico diferencial de cistos ovarianos”
Eu discuti com o Dr. Jesus Paula Carvalho). sobre a minha decisdo em participar
nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sao os propositos do estudo, os
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que
minha participacdo é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a
tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar
deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou
durante o0 mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que

eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servigo.

Assinatura do paciente/representante
Data / /
legal

Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou
portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsdvel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participacao neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo  Data / /
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