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RESUMO

Introducao: As massas anexiais sao frequentes tanto na pré quanto na péds-
menopausa. A maioria dessas massas € benigna, porém aproximadamente 30% delas
sdao malignas. Os marcadores tumorais sdo ferramentas Uteis na predicdo de
malignidade das massas pélvicas. Atualmente, dois marcadores utilizados
isoladamente ou em diferentes algoritmos/scores, associados ao CA125 estdo sendo
testados em diversas populacbes. Objetivo: Comparar os desempenhos do
Copenhagen Index (CPH-1), Risk of Ovarian Malignancy Algorithm (ROMA), Proteina
C-Reativa (CRP), CA125 e Ovarian Score (OVS) na predicdo de malignidade em
mulheres com massas anexiais.

Métodos: O estudo foi realizado no Hospital da Mulher Prof. Dr. José Aristodemo
Pinotti (CAISM), da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp). As mulheres
encaminhadas por massa anexial, no periodo de janeiro de 2010 a junho de 2015,
foram convidadas a participar. Todas as pacientes incluidas assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido. Amostras de sangue foram obtidas antes da cirurgia
e armazenadas para a dosagem de marcadores séricos. As pacientes com indicacao
cirurgica foram operadas e tiveram a andlise histopatoldgica realizadas nesta Unica
instituicao. No primeiro artigo, foram incluidas 384 mulheres, sendo 160 com tumores
malignos e 224 com tumores benignos/ ndo neoplésicos de ovario. As Areas sob a
curva ROC [Areas Under the Receiver Operating Characteristic Curve (AUCSs)], do
CPH-1 e ROMA foram comparadas e suas sensibilidades e especificidades foram
calculadas. No segundo artigo, 293 pacientes foram incluidas, sendo 122 com
tumores malignos e 171 com tumores benignos/ ndo neoplasicos de ovario. As AUCs,
da CRP, CA125 e OVS foram comparadas e suas sensibilidades e especificidades
foram calculadas. Resultados: As melhores AUCs do CPH-1 e ROMA obtidas foram
na discriminacao entre carcinomas de ovario de doencas benignas [0,94 (IC 95% 0,90-
0,97) € 0,93 (IC 95% 0,89-0,96), respectivamente]. Quando se acrescentaram tumores
borderline, metastases ovarianas e o0s tumores malignos nao epiteliais aos
carcinomas, os desempenhos do CPH-I e ROMA diminuiram, com sensibilidade de
72%, e especificidade de 84%. O desempenho do CPH-I foi semelhante ao do ROMA.
O CA125 e OVS apresentaram desempenhos melhores que a CRP na diferenciacao
de tumores benignos dos carcinomas ovarianos [AUC de 0,86 (IC 95% 0,81-0,92) para
CA125, 0,79 para OVS (IC 95% 0,73-0,84) e 0,73 (IC 95% 0,66-0,80) para a CRP]. As



sensibilidades e especificidades foram de 52,5% e 83%, respectivamente para a CRP;
77,9% e 66,7%, respectivamente para o CA125 e 71,3% e 67,8%, respectivamente
para o OVS. Conclusées: O ROMA e o CPH-lI apresentaram desempenhos
semelhantes na predicao de malignidade em mulheres com massas anexiais, seja em
uma coorte de mulheres com carcinomas e doengas ovarianas benignas, seja em
outra coorte de mulheres com carcinomas, tumores malignos nao epiteliais, tumores
borderline de ovario, metastases ovarianas e doengas ovarianas benignas. A CRP
isoladamente apresentou um desempenho inferior ao CA125 e OVS na predicao de
malignidade em mulheres com massas anexiais. Contudo, a CRP e o OVS podem
contribuir para decisdes clinicas em mulheres diagnosticadas com doencga avangada,
uma vez que permitem discriminar, nestes casos, entre mulheres com carcinoma e

aquelas com tumor borderline de ovario.

Palavras-chave: Antigeno Ca-125, Diagnéstico diferencial, Doencas dos anexos,
Neoplasias ovarianas, Proteina C-reativa.



ABSTRACT

Introduction. Adnexal masses are frequent in pre and postmenopausal women. The
majority of these adnexal masses are benign, but 30% of women may harbor a
malignant tumor. Serum tumor markers are useful tools to predict malignancy of
adnexal masses. Recently, two biomarkers have been tested in different population,
isolated or combined in algorithms/scores, associated to CA125.

Aim. To compare the performances of Copenhagen Index (CPH-I), Risk of Ovarian
Malignancy Algorithm (ROMA), C-reactive protein (CRP), CA125 and Ovarian Score
(OVS) in the prediction of malignancy of women with adnexal masses.

Methods. The study was conducted at Women’s Hospital Prof. Dr. José Aristodemo
Pinotti (CAISM) from State University of Campinas (Unicamp). Women referred with
adnexal masses from January 2010 to June 2015 were invited to participate. All
included women signed an informed consent. Blood was collected before surgery from
venous puncture and stored until biomarkers analysis. Women with surgical indication
were submitted to surgery and had the histopathologic analysis in this single institution.
In the first manuscript, 384 patients were included, 160 with malignant ovarian tumors
and 224 with benign/non neoplastic ovarian tumors. Receiver Operating Characteristic
(ROC) Areas Under the Curves (AUCs) of CPH-1 and ROMA were compared and their
sensitivities and specificities were calculated. In the second manuscript, 293 women
were included, 122 with malignant ovarian tumors and 171 with benign/non neoplastic
ovarian tumors. AUCs of CRP, CA125 and OVS were compared and their sensitivities
and specificities were calculated.

Results. The best CPH-I and ROMA AUCs were obtained in the discrimination of
epithelial ovarian cancer from benign diseases [0.94 (95% CI1 0.90-0.97) and 0.93 (95%
Cl 0.89-0.96), respectively]. When borderline ovarian tumors, ovarian metastases and
non epithelial ovarian cancer were added to epithelial ovarian cancer, performances of
CPH-1 and ROMA decreased with sensitivity of 72% and specificity of 84%. Overall,
CPH-I performance was similar to ROMA. CA125 and OVS presented a better
performance than CRP, in the differentiation of benign from epithelial ovarian cancer
[AUC = 0.86 (95% CI10.81- 0.92) for CA125, 0.79 (95% CI 0.73-0.84) for OVS and 0.73
(95% CI 0.66-0.80) for CRP]. Sensitivities and specificities were 52.5% and 83%,
respectively for CRP; 77.9% and 66.7%, respectively for CA125 and 71.3% and 67.8%,
respectively for OVS. Conclusions. ROMA and CPH-I presented similar



performances in the prediction of malignancy of women with adnexal masses, in a
cohort including women with epithelial ovarian cancer and benign ovarian disease and
in cohort including women with epithelial and non-epithelial ovarian cancer, borderline
ovarian tumor, ovarian metastases and benign ovarian disease. The isolated CRP
presented worse performance than CA125 and OVS in the prediction of malignancy of
women with adnexal masses. However, CRP and OVS may help clinical decisions in
women with advanced disease, since they allow the discrimination of women with

carcinoma from those with borderline ovarian tumor.

Keywords: Adnexal diseases, CA-125 Antigen, C-reactive protein, Differential

Diagnosis, Ovarian neoplasms.
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1. INTRODUCAO

O cancer de ovdrio € a terceira neoplasia ginecoldgica mais incidente no mundo,
com 238.719 casos ao ano, no entanto, ¢ a mais letal entre os canceres ginecolégicos com
151.917 mortes (64%) [1]. Na Europa, o nimero de casos novos de cincer esperados para 2012
era de 65.538 com 42.704 mortes [2]. Nos Estados Unidos, para 2016 s@o estimados 22.280
casos novos e 14.240 mortes [3]. No Brasil, para 2014, foram estimados 5.680 casos novos de
cancer de ovario, com risco de 5,58 casos a cada 100 mil mulheres. No estado de Sao Paulo est
a incidéncia € maior: 7,03 casos a cada 100 mil mulheres [4].

Na maioria das vezes, a doenga € diagnosticada em estdgios III e IV da Federacdo
Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO), o que € um fator determinante para que se
perpetue o numero elevado de mortes a cada ano. A incidéncia da doenga em mulheres abaixo
dos 65 anos € de 7,4/ 100.000 aumentando para 44,5/ 100.000 naquelas com mais de 65 anos.
Segundo estatisticas americanas, a sobrevida em 5 anos para todos os estdgios é de 45,6%,
quando a doenca € detectada em estdgios iniciais € de 92,1% caindo para 28,3% nos casos
avancados [5].

E doenca esporddica na maioria das vezes, mas de causa genética em 10 a 20% dos
carcinomas de ovério. A sindrome do cancer de mama e ovario corresponde a 90% dos canceres
hereditarios e € de heranca autossdmica dominante, relacionada a mutagdes dos genes BRCA1
e BRCA2 [6, 7]. Mulheres com mutacOes nestes genes possuem um risco de até 46% de vir a
desenvolver cancer de ovério durante a vida. Na sindrome de Lynch/ Hereditary Non-Polyposis
Colorectal Cancer (HNPCC) este risco corresponde a 9 - 12% [8].

A classificacdo dos tumores malignos do ovdrio € extensa, dividida em 3 grandes
grupos: os tumores epiteliais (90%), os tumores de corddes sexuais e estroma (8%) e os de
células germinativas (3%) [9]. H4 ainda os tumores metastaticos no ovario que compreendem
cerca de 5 a 15% de massas ovarianas, sendo mais frequentemente oriundos do trato
gastrointestinal, mama e endométrio.

Dentre os tumores malignos epiteliais, existe uma heterogeneidade de subtipos
histolégicos, com diferentes epidemiologias, caracteristicas clinico-patolégicas e
comportamentos. Sao os subtipos: serosos, endometridides, células claras, mucinosos, mistos e
indiferenciados [9].

Um modelo dualistico foi proposto classificando os tumores de ovario em dois
grupos: tipo I e tipo II. Os tumores do tipo I englobam os carcinomas serosos de baixo grau e

endometridides de baixo grau, mucinosos e carcinomas de células claras. Apresentam um curso
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mais indolente, progredindo de tumores benignos para borderline e malignos. No momento do
diagndstico se caracterizam por grandes massas confinadas ao ovdrio e estdo associadas a
mutacoes nos genes KRAS, BRAF, PTEN, PIK3CA, CTNNBI1, ARIDIA e PPP2RIA [10, 11].Ja
os tumores do tipo II sdo os carcinomas serosos de alto grau, endometridides de alto grau,
indiferenciados, tumores mullerianos mistos malignos (carcinossarcomas). Estes tumores sao
agressivos, com mutagdes no 7P53 e ao diagndstico apresentam-se em estdgios avancados. Ja
no inicio apresentam vdrias aberragdes cromossomicas, ao contrario dos tumores do tipo I que
sdo geneticamente mais estdveis. Correspondem a 75% dos carcinomas de ovdério, sendo os
mais frequentes, os carcinomas serosos de alto grau [10].

Algumas teorias sobre a origem e patogénese do cancer de ovdrio ja foram
propostas. A mais recente delas é de que a doenca teria inicio em Orgdos extra-ovarianos,
acometendo o ovario secundariamente. Assim, o carcinoma seroso de alto grau surgiria através
do deslocamento de células epiteliais das fimbrias tubdreas para o epitélio de superficie
ovariano exposto durante a ovulacdo, resultando na formacgao do cisto de inclusdo cortical com
epitélio ciliado, que poderia ser um precursor da doenga [12]. Outra forma seria a partir da
semeadura de células neopldsicas das fimbrias diretamente na superficie ovariana [11, 13].

Na mesma linha de patogénese, os subtipos endometridide e de células claras
surgiriam do endométrio através da menstruacdo retrograda e endometriose. Os tumores
mucinosos e de Brenner seriam originados em ninhos de epitélio transicional localizado na
jungdo tubo-mesotelial, onde as fimbrias entram em contato com o peritonio [11, 13].

Em salpingooforectomias profildticas realizadas em mulheres com histéria familiar
de cancer de mama ou mutacdes nos genes BRCA1 e BRCA 2, andlises histopatoldgicas
meticulosas evidenciaram carcinomas invasivos € ndo invasivos nas tubas, sobretudo nas
fimbrias. Piek et al. (2003) propds que estes carcinomas ocultos poderiam semear células
malignas no ovdrio, que se implantariam e cresceriam neste 6rgdo, oriundos das tubas [14].
Posteriormente, em estudo com mulheres com carcinomas serosos de alto grau descobriu-se
que quase 50% delas apresentavam também carcinomas intraepiteliais tubareos, que foram
denominados de Serous Tubal Intraepithelial Carcinomas (STICs) [15]. Além dos STICs se
assemelharem morfologicamente ao carcinoma seroso de alto grau, também apresentam
mutacdo 7P53 idéntica ao deste tipo de cancer e podem estar presentes mesmo na auséncia do
carcinoma ovariano, reforcando a tese da origem tubdrea do cancer de ovario [10].

A teoria da ovulagdo incessante foi proposta por Fathalla em 1971. Esta teoria se
baseou em dados epidemioldgicos sobre fatores de risco reprodutivos, € na comparacdo do

padrao de ovulacdo de diferentes animais. Nas mulheres, ocorrem ovulagdes consecutivas da
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menarca a menopausa, sendo interrompidas fisiologicamente apenas por gestacdo ou
amamentacdo. Ao contrdrio, outros mamiferos tém ovulagdes menos frequentes, e raramente
desenvolvem cancer de ovario. Assim, o uso de contraceptivos orais reduziria o risco da doenca,
pela supressao da ovulagao [16]. Esta reducao de risco se confirmou e foi mais acentuada quanto
maior o tempo de uso, diminuindo em até 50% do risco entre as mulheres que usaram
contraceptivos orais por mais de 10 anos [17] e seu efeito protetor se manteve por mais de 30
anos apos o término do uso, porém atenuado com o passar dos anos [18].

Em 2013, a teoria foi revisada pelo mesmo autor, ressaltando que a origem tubarea
do cancer de ovéario também pode ser relacionada a da ovulacao incessante, 2 medida em que a
ovulacdo causa 0 mesmo impacto no epitélio de superficie ovariano e nas células epiteliais
tubdreas [16, 19]. No momento da ovulag@o que resulta na liberacao do odcito para as fimbrias
adjacentes, a superficie ovariana e as fimbrias estdo banhadas em um fluido folicular, que
contém citocinas inflamatérias, incluindo Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-a), espécies
reativas ao oxigénio (ROS) e esteroides [20]. Recentemente, observou-se que células do sistema
imune como linfécitos TCDS8, macréfagos, células dendriticas estdo presentes em tubas normais
e cistos de inclusao cortical ovarianos [21].

A inflamagdo € uma das hipéteses para explicar a patogénese dos canceres em geral.
Inicialmente, em 1863, Rudolf Virchow observou infiltrado leucocitario em tecidos neopldsicos
e supds que a inflamac@o cronica estaria relacionada ao cancer. Os estudos continuaram
refor¢ando este achado, constatando que células cancerigenas estdo embebidas em um micro-
ambiente contendo um infiltrado de leucdcitos, dentre eles macréfagos e outros leucdcitos
especializados, com citocinas e quimiocinas atuando como mediadores, semelhante ao
ambiente encontrado na inflamagao cronica [22 — 24].

Mantovani et al. (2008) descreveram duas vias de conexdo entre inflamacdo e
cancer: a via intrinseca que € ativada por eventos genéticos, mutacdo por oncogene, rearranjo
ou amplificacdo cromossomal, e inativacdo de genes supressores de tumores. As células
transformadas produzem mediadores inflamatdrios, gerando o microambiente inflamatério nos
tumores. Ja a via extrinseca depende de condi¢des inflamatorias ou infecciosas para promover
o desenvolvimento de cancer. Estas 2 vias convergem resultando na ativacdo de fatores de
transcricdo, que coordenam a producdo de mediadores da inflamacdo como citocinas e
quimiocinas que ativam leucdcitos principalmente da linhagem mielomonocitica.

Este micro-ambiente favorece a carcinogénese, a medida que induz a proliferacao
celular, sobrevivéncia da célula, transicio epitelial-mesenquimal, angiogénese,

linfangiogénese, migracao de célula tumoral, invasao, metdstase, inibe a imunidade adaptativa,
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altera a resposta a hormonios e agentes quimioterdpicos [25]. Estima-se que cerca de 25% de
todos os canceres tenham associacdo com a inflamacao cronica, de causas infecciosas ou ndao
[26, 27].

O aumento do risco para cancer de ovdrio estd associado a condicdes ligadas a
inflamacdo: doenca inflamatdria pélvica, ovulacdo, endometriose, sindrome dos ovarios
policisticos [28]. Por sua vez, a ligadura tubdrea e histerectomia atuariam de forma protetora a
medida que previnem ascensao de substancias prejudiciais aos ovarios, como menstruagcao
retrograda e talco [29]. Observou-se também uma reducdo do risco associada ao uso de anti-
inflamatdrios nao esteroidais [30].

Os sintomas do cancer de ovdrio podem ser pouco especificos, porém estdo
presentes na maioria das mulheres com esta neoplasia. Um estudo retrospectivo envolvendo
1.725 mulheres, mostrou que 95% delas apresentavam algum sintoma prévio ao diagnostico do
cancer de ovério, inclusive em 89% das mulheres com estdgios I e II da doenga [31].

A associagdo de empachamento pds-prandial, aumento de volume abdominal e
sintomas urindrios foi encontrada em 43% das mulheres com céincer de ovario e somente 8%
das pacientes controle. As mulheres com tumores malignos de ovério apresentaram sintomas
com maior frequéncia, de maior intensidade e com inicio mais recente do que aquelas com
tumores benignos de ovario ou controles [32 — 34]. Além disso, mulheres que relatam dor
pélvica ou abdominal, aumento de volume abdominal, empachamento ou dificuldade para se
alimentar, por pelo menos 12 vezes no més, e com menos de 12 meses de inicio poderiam ser
investigadas para cancer de ovdrio [35].

Por sua vez, mulheres assintométicas ndo devem realizar rastreamento para cancer
de ovério com ultrassonografia (US) transvaginal e dosagem do marcador tumoral CA125. Por
ser uma doenca de baixa prevaléncia, o valor preditivo positivo de um teste de rastreamento é
baixo, acarretando em um grande numero de cirurgias para doencas ovarianas benignas.
Paralelamente, deve-se ressaltar que estes procedimentos estdo associados a morbimortalidade
cirirgica que nao pode ser desprezada [36, 37].

Entretanto, as mulheres fazem US frequentemente, e as massas pélvicas sdo
achados comuns durante a pré e pds-menopausa, sendo mais frequentes na pré-menopausa.
Estima-se que cerca de 5 a 10% das mulheres serdo submetidas a cirurgia por massa pélvica
[38], a maioria delas, benigna [39]. A obtencdo do diagndstico histologico é dificil pois os
ovdrios sdo Orgdos intrapélvicos e cirurgias como a laparotomia ou laparoscopia sdao
necessarias. Nos casos suspeitos de malignidade existe uma tendéncia a tratar por laparotomia

devido ao risco de se romper o tumor e espalhar células tumorais na cavidade [40, 41].
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As pacientes com suspeita de tumores benignos devem ser encaminhadas ao
ginecologista geral, para que, em centros secunddrios possam ser operadas por cirurgias
minimamente invasivas [42]. As pacientes com suspeita de tumores malignos devem ser
referenciadas a centros tercidrios onde sdo operadas pelo ginecologista experiente em
procedimentos oncoldgicos [40]. O estadiamento cirtrgico do cancer de ovario compreende um
inventdrio da cavidade minucioso, coleta de lavado peritoneal, omentectomia, histerectomia
com salpingooforectomia bilateral, além da linfadenectomia pélvica e paradrtica. As cirurgias
realizadas pelo ginecologista oncoldgico nos centros tercidrios apresentam maiores taxas de
citorreducdo Gtima, menores indices de complicacdes pds-operatérias € consequentemente,
melhores taxas de sobrevida [43, 44].

Nas ultimas décadas, varios estudos t€m avaliado a capacidade dos marcadores
tumorais de predizer malignidade das massas pélvicas. Os marcadores tumorais sao objetivos,
relativamente baratos, com andlises sob condi¢des padronizadas entre diferentes laboratdrios, e
resultados reprodutiveis [45]. No entanto, a performance dos marcadores atualmente
disponiveis, utilizados de forma isolada ou em conjunto, ainda precisa ser reavaliada [46].

O Cancer Antigen 125 (CA125) tem um papel estabelecido como marcador tumoral
do cancer de ovério, sendo util na investigacdo de massas pélvicas, na avaliacdo de resposta a
quimioterapia e na deteccdo de recidiva da doenca [47]. O CA125 é um determinante antigénico
localizado em uma glicoproteina de alto peso molecular. E detectado através de um teste
laboratorial, o CA125 II, pelos anticorpos M11 e o OC125. Nao se conhece a real funcido do
CA125. E produzido por células mesoteliais das cavidades do peritdnio, pleura e pericardio.
Em tecidos normais, ja foi encontrado nos fetais, derivados de epitélios celomicos, no epitélio
amniotico; e em células das tubas, endométrio e endocérvice de mulheres adultas [48]. Bast et
al. (1983) encontraram valores de CA125 > 35 U/ml em 1% de quase 900 individuos sauddveis
[49].

Sua concentragdo sérica estd elevada em condi¢des ginecoldgicas benignas:
menstruagdo, gravidez de 1°. trimestre, miomatose uterina, endometriose, tumores benignos de
ovdrio. E em outras ndo ginecoldgicas, como tuberculose peritoneal, pancreatite, cirrose
hepatica. O CA125 € metabolizado pelo figado, o que pode explicar seu aumento na faléncia
hepética mesmo na auséncia de ascite. Estd aumentado em neoplasias ndo ovarianas como de
endométrio, mama, pulmdes, estbmago, figado, pancreas e outras [47, 48].

No cancer de ovério em estdgios avangados, o CA125 encontra-se elevado em 85%
dos casos. No entanto, nos estdgios iniciais € pouco expresso, apresentando-se aumentado em

somente 50% [48]. Quanto aos subtipos histolégicos, os niveis de CA125 sdo menores nos
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carcinomas mucinosos, com valores crescentes nos endometridides, seguidos pelos de células
claras e serosos, sendo os maiores valores encontrados nos indiferenciados [50].

O Human Epididymis Protein 4 (HE4) € um marcador promissor no diagndstico de
massas anexiais. Esta proteina foi inicialmente isolada do epitélio do epididimo distal. O gene
Whey Acid Protein Four-Disulphide Core Domain 2 (WFDC?2) codifica a proteina HE4, que
tem dois dominios de Whey Acid Protein (WAP). Este gene localiza-se no cromossomo 20q12-
13.1. Genes do locus WFDC teriam um papel na imunidade natural com atividade
antimicrobiana e anti-inflamatdria, mas ainda ndo se conhece a verdadeira fun¢ao do HE4 [51].

Duas proteinas que possuem o dominio WAP mais estudadas sdo a Secretory
Leukocyte Protease Inhibitor (SLPI) e a elafin, que exercem vdrios papéis na defesa do
hospedeiro. O HE4, a SLPI e elafin estdo expressos em tecidos normais da traquéia, pulmoes,
e epitélio nasal, e esta co-expressao sugere que o HE4 possa ter uma funcio na defesa do trato
respiratorio [51]. Em estudo posterior, Bingle et al. (2006) encontraram a presenca de HE4 em
células de glandulas submucosas do trato respiratério superior, em glandulas do nariz, seios
paranasais, lingua posterior e tonsilas, ductos de glandulas salivares e na maioria dos
adenocarcinomas de pulmoes [52].

Em 1999, a expressao do gene do HE4 foi descrita em carcinomas de ovério [53].
A partir deste achado, levantou-se a possibilidade desta proteina ser usada como marcador
tumoral. O HE4 encontrou-se superexpressa em carcinomas serosos € endometridides, com
pouca expressao nos carcinomas de células claras e nenhuma em mucinosos [54]. Os niveis
séricos de HE4 podem estar aumentados com a idade, tabagismo, mas nao sdo afetados pelo
ciclo menstrual, uso de contraceptivo oral ou endometriose [55]. No entanto, suas
concentracodes séricas podem estar elevadas em doenca renal cronica, o que pode ser causado
pela diminuicdo da eliminacdo, ou aumento da producdo por tubulos renais danificados [56,
57]. Os niveis de HE4 estdo diminuidos na gestag@o [58], e menos frequentemente aumentados
em doencas benignas como mioma uterino, teratoma e cistadenomas serosos, principalmente
nas pacientes no menacme [59].

O Risk of Ovarian Malignancy Algorithm (ROMA) € um algoritmo que classifica
as mulheres em baixo ou alto risco de malignidade na avaliacdo de massas anexiais. Foi descrito
por Moore et al. (2009) e envolve as dosagens séricas de CA125, HE4 e o estado menopausal.
Neste estudo com 129 carcinomas, apenas 6,2% das mulheres com a doenga foram classificadas
como de baixo risco, ou seja, obteve-se uma sensibilidade de 93,8% com especificidade de 75%
[60]. Este algoritmo foi aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para uso na

diferenciacao de massas pélvicas. Vdrios estudos brasileiros e internacionais ja validaram o
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ROMA [61 - 67]. Alguns apontam que o0 ROMA tem um melhor desempenho para avaliar
mulheres no menacme, sendo seu papel ainda controverso [68].

Mais recentemente, foi descrito um novo algoritmo, o Copenhagen Index (CPH-I),
que envolve os valores de HE4, CA125 e idade da paciente, utilizado na triagem de massas
pélvicas suspeitas. A idade € um dado mais simples de se obter do que o estado menopausal,
que pode ter diferentes interpretacdes nos estudos, podendo, por exemplo, ser definido pela
dosagem de Follicle Stimulating Hormone (FSH), ou auséncia de menstruagdes por 1 ano ou
ainda, idade maior que 50 anos [69].

Outros marcadores poderiam ter um papel no diagndstico diferencial de massas
anexiais. A proteina C-reativa (CRP) é uma proteina plasmética, que faz parte da resposta
sistémica a inflamacdo. Seu gene € localizado no braco curto do cromossomo 1, e sua producao
nos hepatdcitos € induzida pela interleucina 6 (IL-6), podendo este efeito ser aumentado pela
interleucina 1 (IL-1) [70]. A CRP € liberada na circulagdo em resposta ao dano tecidual,
inflamacdo e neoplasia [27].

O aumento dos niveis da CRP nao € especifico, refletindo processo inflamatorio de
vdrias origens, sendo seu uso ji estabelecido como marcador de diversas condi¢des clinicas
como artrite reumatoide, infarto agudo do miocérdio, diabetes. Concentragdes séricas acima de
10 mg/ L indicam uma inflamac¢@o aguda, enquanto valores intermedidrios sdo detectados em
inflamacao cronica [71]. Niveis aumentados de CRP ja foram associados a risco de desenvolver
cancer de ovdrio em estudos caso controle [71 — 75]. Outros estudos, retrospectivos, mostraram
o papel da CRP no diagndstico diferencial entre tumores benignos e malignos de ovario [76,

7).

1.1.  Justificativa

Massas anexiais sdo um achado comum em ginecologia e frequentemente
necessitam de cirurgias para diagnéstico. Os marcadores tumorais podem ser tteis na predi¢ao
de malignidade dessas massas, facilitando o correto referenciamento dos casos. Aqueles
sugestivos de malignidade devem ser encaminhados para centros tercidrios, a0 passo que,
aqueles com maior probabilidade de serem benignos devem ser direcionados para servigos
secunddrios, onde serdo tratados pelo ginecologista geral.

O Hospital da Mulher Prof. Dr. José Aristodemo Pinotti - CAISM - Unicamp é um
hospital de referéncia no atendimento a satide da mulher. Possui um servico de ginecologia
geral e outro de ginecologia oncoldgica. Realiza cirurgias minimamente invasivas em mulheres

com massas anexiais clinicamente benignas. Por outro lado, realiza avaliacdo histolégica
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intraoperatéria e possui uma equipe capacitada para realizar estadiamento cirdrgico e
citorreducdo em mulheres com cancer de ovério.

Ao avaliar a expressdo de marcadores tumorais na predicdo pré-operatéria de
malignidade em mulheres brasileiras com massas anexiais, atendidas neste servico de

referéncia, esperamos contribuir com o aprimoramento de protocolos de atencdo a estas

mulheres.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Comparar os desempenhos do Copenhagen Index (CPH-I), Risk of Ovarian
Malignancy Algorithm (ROMA), Proteina C-Reativa (CRP), CA125 e Ovarian Score (OVS)

na predicao de malignidade em mulheres com massas anexiais.

2.2. Objetivos Especificos

m 2.2.1. Comparar os desempenhos do Risk of Ovarian Malignancy Algorithm (ROMA) e
Copenhagen Index (CPH-I) na predi¢do de malignidade em mulheres com massas anexiais
em dois cendrios: em uma coorte de mulheres com carcinomas e doengas ovarianas benignas
e em outra coorte de mulheres com carcinomas, tumores malignos nao epiteliais, tumores

borderline de ovario, metdstases ovarianas e doencas ovarianas benignas.

m 2.2.2. Comparar os desempenhos da CRP, CA125 e do Ovarian Score na predi¢do de

malignidade em mulheres com massas anexiais.
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3. METODOLOGIA

Esta tese consiste em dois estudos inter-relacionados, realizados no Hospital da
Mulher Prof. Dr. José Aristodemo Pinotti da Unicamp. A metodologia geral para os dois
estudos é apresentada a seguir, enquanto os detalhes de cada um estdo especificados nas

respectivas publicacdes.

3.1. Pacientes

As mulheres encaminhadas por massa anexial no periodo de janeiro de 2010 a junho
de 2015 foram convidadas a participar dos estudos, que foram aprovados pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp (protocolo no. 1092/2009). Todas
as pacientes incluidas assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido. As mulheres
foram submetidas a exame clinico, coleta de amostra de sangue para a dosagem dos
biomarcadores e para armazenamento e a ultrassonografia foi agendada. De acordo com a
indicacdo médica, as pacientes foram submetidas a cirurgia para diagndstico/tratamento.
Aquelas sem indicacdo de cirurgia foram mantidas em acompanhamento clinico. As mulheres
com suspeita de tumor maligno tiveram a sua cirurgia antecipada, enquanto as com suspeita de
tumor benigno aguardaram cirurgia eletiva.

As mulheres com tumores considerados irressecdveis foram submetidas a bidpsias
percutaneas para obten¢do de material para andlise histolgica. Todos os espécimes histolgicos
foram analisados por patologistas com especial interesse em patologia ginecoldgica, seguindo
os guidelines do World Health Organization Classification of Ovarian Tumors [9]. A cirurgia
e a andlise histopatolégica foram realizadas nesta dnica instituicdo. No caso de a mulher
apresentar tumor bilateral de ovério, somente aquele de pior progndstico foi considerado para
a andlise.

Das pacientes encaminhadas por massa pélvica, foram excluidas aquelas sem
indicagdo cirdrgica, sem soro disponivel para a dosagem dos marcadores e aquelas com tumores
extra-ovarianos, isto é, tumores benignos ndo ovarianos como leiomiomas uterinos, cistos
tubareos, hidrossalpinges, e tumores malignos como carcinomas de origem no trato
gastrointestinal. Nestes ultimos, a andlise histopatolégica nao foi obtida do ovario, e ndo houve
comprovacao histolégica de comprometimento do mesmo. A seguir, as figuras ilustram as

mulheres excluidas e incluidas em cada estudo.



Fluxograma de selecdo das pacientes para o primeiro estudo (artigo 1)

923 mulhetes com massas anexiais admitidas consecurivamente |

539 casos excluidos

386 sem indicacdo de cirurgia
ou bidpsia

93 sem marcadores tumorais
60 tumores extra-ovarianos

L 3

384 mulheres incluidas

L 3

224 tumores benignos/nio neoplasicos
32 mmores borderfine de ovario

113 tumores ovarianos malignos

15 metdstases ovarianas

Fluxograma de selecdo das pacientes para o segundo estudo (artigo 2)

T85 mulhetes com massas anexiais admitidas consecutivamente |

492 casos excluidos

306 sem indicagéio de cirurgia
ou biopsia

149 sem CEP

37 tumores extra-ovarianos

v

293 mulheres incluidas

W
171 tumores benignos/nio neoplasicos
22 tumores Borderline de ovatio

87 tumores ovatianos malignos

13 metastases ovatianas
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3.2. Biomarcadores

As amostras de sangue foram obtidas por pun¢do venosa de veia periférica e
armazenadas a -80°C até a dosagem dos marcadores tumorais. O tempo médio entre a coleta de
sangue e a cirurgia foi de 69 dias, variando de 24 horas (para procedimentos de urgéncia) a 119

dias.

3.2.1. Human Epididymis Protein 4 - HE4

O nivel sérico de HE4 foi determinado através da técnica de quimiluminescéncia
em analisador automatico ARCHITECT (Abbott Diagnostics, ARCHITECT, Abbott Park, 1L,

USA), sendo os valores expressos em picomol por litro (pmol/L).

3.2.2. C-Reactive Protein - CRP

O nivel sérico desta proteina foi dosado pelo teste CRP ultrassensivel através da
técnica de imunoturbidimetria em analisador automético modular ANALYTICS — P 800 —
Modelo Evolution (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany), com valores expressos

em miligrama por litro (mg/L).

3.2.3. Cancer Antigen 125 - CA125

Para o primeiro artigo, o nivel sérico de CA 125 foi determinado usando o teste
ARQ CAI25 através da técnica de quimiluminescéncia em analisador automatico
ARCHITECT (Abbott Diagnostics, ARCHITECT, Abbott Park, IL, USA), sendo os valores
expressos em unidades por mililitro (U/ml).

Para o segundo artigo, o nivel sérico de CA 125 foi obtido pelo teste CA125 II
através da técnica de eletroquimiluminescéncia em analisador automatico Cobas e411 (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany), com valores expressos em unidades por mililitro

(U/ml).
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3.2.4.  Risk of Ovarian Malignancy Algorithm - ROMA

O ROMA foi calculado, segundo Moore et al. [60] conforme cédlculo abaixo:

Pré-menopausa: Indice Preditivo (IP) = —12.0+2.38«LN (HE4) + 0.0626+LN (CA125)

Pés-menopausa: Indice Preditivo (IP) = —8.09+1.04+LN (HE4) + 0.732*LN (CA125)

ROMA =exp (IP) / [1+exp (IP)]

LN = logaritmo neperiano; exp = exponencial; HE4 = nivel sérico do HE4 em pmol/L;
CA125 =nivel sérico de CA125 em U/ml.

O ponto de corte do ROMA para a pré-menopausa foi de 13,1% e na pds-menopausa foi de

27,7%.

3.2.5. Copenhagen Index — CPH-1

O CPH-I foi obtido, segundo a descricao de Karlsen et al. [69] conforme cdlculo abaixo:
CPH-I = - 14.0647 + 1.0649 * log2(HE4) + 0.6050 * log2(CA125) + 0.2672 * idade/10
Probabilidade de Predicio (PP) = e PHD/(1+4e (CPH-D)

logz = logaritmo na base 2; HE4 = nivel sérico do HE4 em pmol/L; CA125 = nivel sérico de
CA125 em U/ml; e ~ 2.71828 (nimero de Euler).

O ponto de corte utilizado para o CPH-I foi de PP = 0,070.

3.2.6. Ovarian Score - OVS

Recentemente descrito, o Watrowski Score [76] foi modificado em nosso estudo
para o Ovarian Score para o qual foram utilizados os valores séricos do CA125, CRP e estado
menopausal. Estes trés parametros utilizados foram dicotomizados de acordo com o ponto de
corte de 35 U/ml para o CA125 e 10 mg/L para a CRP e o estado menopausal. Considerou-se
o resultado de 1 para os valores dos marcadores acima do ponto de corte e para a pods-
menopausa. O OVS variou de 0 a 3, sendo os valores de 0 e 1 classificados como negativos e 2

e 3 classificados como positivos.



28

3.3. Analise Estatistica

Os dados foram analisados pelo programa R Environment for Statistical Computing
Software [78]. Os célculos estatisticos foram realizados utilizando intervalos de confianca de
95%, considerando o valor de p < 0,05 significante. Os tumores ovarianos foram classificados
como benignos, borderline, carcinomas, tumores malignos nao epiteliais e metdstases ovarianas
de acordo com o diagnéstico histopatoldgico. Foram determinadas as médias e/ou medianas das
concentracoes séricas do CA125, HE4, CRP e o ROMA, CPH-I e o OVS foram calculados. A
seguir foram calculadas as Areas sob as curvas ROC [Areas Under the Receiver Operating
Characteristic Curves (AUCs)] para 0 ROMA, CPH-I, CA125, CRP e OVS nos diferentes
cendrios. As AUCs foram comparadas utilizando o método DeL.ong [79]. Foram calculadas as
sensibilidades e especificidades para o ROMA, CPH-I, CA125, CRP e OVS utilizando os

pontos de corte ja expostos.
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4. RESULTADOS

Artigo 1. Comparing the Copenhagen Index (CPH-I) and Risk of Ovarian Malignancy
Algorithm (ROMA): Two equivalent ways to differentiate malignant from benign ovarian

tumors before surgery?

Artigo 2. Preoperative dosage of serum C - reactive protein: Is it useful in the differential

diagnosis of adnexal masses?
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= CPH-I and ROMA had similar performances in the differentiation of pelvic masses.
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= CPH-I and ROMA are useful tools for referring high risk women to tertiary centers,
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Aim. To evaluate the prediction of malignancy in women with pelvic masses using the Copenhagen Index
(CPH-I) and Risk of Ovarian Malignancy Algorithm (ROMA).

Patients and methods. Three hundred eighty four women operated due to an ovarian mass were enrolled be-
tween January 2010 and june 2015. All patients had histopathological diagnosis, HE4 and CA125 measurement.
CPH-1and ROMA were calculated and their performances compared in two distinct scenarios: 1) for the discrim-
ination of benign ovarian disease from epithelial ovarian cancer (EOC), non-epithelial ovarian cancer, borderline

Keywords:
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HE4 Operator Characteristics' Areas Under the Curves (AUC) were calculated for CPH-I and ROMA and compared.
CPH-I Results. Of the 384 women, 224 presented a benign ovarian tumor, 32 BOT, 87 EOC, 26 non-epithelial ovarian

Benign ovarian tumors cancer, and 15 had ovarian metastases. The best AUCs were obtained for the discrimination of EOC from benign
tumors. CPH-I performed slightly better than ROMA, and both approached 89% sensitivity and 85% specificity.
When all malignant tumors (EOC, BOT, ovarian metastases and non-epithelial ovarian cancer — entire cohort)
were included, the performance of CPH-1 and ROMA declined to nearly 72%, although the specificity remained
close to 85%.

Conclusion. CPH-I and ROMA performed similarly well for the discrimination of EOC from benign ovarian tu-
mors. However, caution is necessary since, in practical situations, where all the histological possibilities for ma-
lignant ovarian tumors must be considered, the sensitivity of CPH-I and ROMA may not surpass 70%.
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1. Introduction

Differently from other gynaecological malignancies, most cases of
ovarian cancer (OC) are diagnosed in advanced stages. As a result, 0C
represents the most lethal malignancy among women [1]. Several stud-
ies have focused on the diagnosis of OC in the initial stages. When the
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tumor is limited to the ovary, the disease is curable and have excellent
prognosis. Nevertheless, approximately 70% of women are still diag-
nosed with stage 1l or IV OC and <30% of them will survive 5 years or
more [2].

Pelvic masses are a common finding in pre and postmenopausal
women and the prediction of OC in women diagnosed with a pelvic
mass is critical. It is estimated that 5-10% women will be submitted to
surgery due to a pelvic mass during their lives [3]. Fortunately, benign
ovarian tumors are far more frequent than OC [4]. Discerning a benign
from a malignant tumor before surgery is crucial to the correct referral
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of the women. A general gynaecologist is trained to resolve benign
cases, but significant survival gains are obtained when a malignant
tumor is first approached by a gynaecological oncologist [5-7].

To distinguish a benign ovarian twmor from OC limited to the ovary
or pelvis is challenging using gynaecological imaging. The recom-
mended diagnostic method is transvaginal ultrasound. However, the ac-
curacy of the exam depends on the skill level of sonographers [8]. On the
other hand, serum tumor markers have the advantage of being per-
formed under more standardized conditions and have lower costs com-
pared to ultrasound [9, 10].

Consequently, studies are making every effort to develop other in-
dexes using tumor markers combined to patients' characteristics, e.g.
age or menopausal status, to aid in the diagnosis of suspicious masses.
The Risk of Ovarian Malignancy Algorithm (ROMA), utilizes human ep-
ididymis protein 4 (HE4), CA125, and menopausal status. The ROMA
was firstly described in by Moore and cols. in a study that presented a
correct classification of 94% of epithelial ovarian cancer (EOC) as high
risk of malignancy utilizing this algorithm [11]. Since then, ROMA has
been validated in several studies [12-22]. Some studies showed a better
performance of ROMA over the CA125 alone in the prediction of ovarian
cancer [19, 21, 22], although diverging resuits are seen in other studies
[12, 17]. Furthermore, HE4 could be used alone, without the benefit of
adding the ROMA to the preoperative setting 13, 14]. Li and cols. per-
formed a meta-analysis and found that ROMA could be a useful tool to
distinguish EOC from benign pelvic masses with a high diagnostic accu-
racy (Area Under the Curve = 0.93). ROMA presented a higher sensitiv-
ity to predict advanced stage EOC than early stage EOC, and a higher
sensitivity to predict EOC in postmenopausal than in premenopausal
woman [23].

More recently, a new biomarker based index, the Copenhagen Index
(CPH-I), was described by Karlsen and cols. [24]. CPH-I is calculated
using serum HE4 and CA125 concentrations and the age of patients.
This index was validated in a population of eight international studies
and showed promising results for discerning epithelial OC from benign
ovarian tumors [24]. However, there are two important issues regarding
the CPH-I validation study that must be addressed: 1) the validation co-
hort did not include women with borderline ovarian tumors (BOT),
ovarian metastases and non-epithelial OC, and 2) CPH-I has not yet
been tested in studies other than the validation one [24].

The aim of our study was to compare the performance of ROMA and
CPH-I for the discrimination of malignant disease in women diagnosed
with ovarian masses, in two distinct scenarios: 1) in a cohort including
only women with EOC and benign ovarian disease, similar to that used
in CPH-1 validation study [24]; and 2) in a cohort including women with
epithelial and non-epithelial OC, BOT, ovarian metastases and benign
ovarian disease.

2. Patients and methods
2.1. Patients

This study was conducted at the Women's Hospital (CAISM) of State
University of Campinas (Unicamp), which has a tertiary cancer center
dedicated to breast and gynaecologic malignancies. CAISM-Unicamp is
located at the city of Campinas, Sdo Paulo, Brazil, and patient enrolment
occurred from January 2010 to June 2015, We invited to participate 923
consecutive women with a pelvic mass referred to the hospital. The
study was approved by the University Research Ethics Committee
(number 1092/2009). After signing the informed consent form, patients
were submitted to pelvic examination, and an ultrasound evaluation of
the pelvis was scheduled. Blood samples were collected for serum
marker measurement and archival purposes. When indicated, diagnos-
tic and/or treatment surgical procedures were scheduled. When surgery
was not indicated, women were scheduled for clinical follow-up.
Women with tumors more likely to be benign waited for nonpriority
surgeries. Those with moderate or high risk of malignancy underwent

surgery earlier. In 22 cases of non-resectable tumors, percutaneous bi-
opsy of a pelvic mass or abdominal implant were performed. Tissue
specimens were analyzed by a team of pathologists specialized in
gynaecologic pathology, according to the guidelines of the World Health
Organization Intemational Classification of Ovarian Tumors [25]. Both
surgery and histopathological analyses were performed in this single in-
stitution. Bilateral tumors were found in 58 women; for statistical pur-
poses, the tumor with worse prognosis was considered in analyses.
We excluded women with no surgical indication (386 women), those
for whom serum for measurement of CA125 and HE4 was not available
(93 women), and women who had extra ovarian tumors, comprising
benign (uterine leiomyoma, tubal cysts, sactosalpinx) and malignant
{pseudomixoma peritonei, gastrointestinal origin carcinomas) (60
women). For these later, i.e. for women with extra ovarian malignant tu-
mors, the histopathological diagnoses were not obtained from ovarian
specimens, and there was no evidence whatsoever of ovarian
compromise,

2.2. Methods

Blood samples obtained from peripheral venous puncture were
stored at — 80 °C until analysis of biomarkers. The mean time elapsed
between the blood collection and surgery was 69 days, ranging from
24 h or less for emergency procedures to a maximum of 119 days
(90% central range = 40 to 75 days). Serum CA125 and HE4 concentra-
tions were measured according to the manufacturer instructions using
the Architect automated assay (Abbott Diagnostics, Abbott Park, IL,
USA), a two-step chemiluminescent micro particle immunoassay
(CMIA). Postmenopausal status was defined as 1 year of amenorrhea
or 50 years in the case of previous hysterectomy.

2.3. Statistical analyses

We analyzed data using the R Environment for Statistical Computing
Software [26]. Statistical calculations were performed using 95% confi-
dence intervals (Cls), considering P< 0.05 as significant. Ovarian tumors
were classified as benign, borderline ovarian tumors (BOT), ovarian can-
cer (consisting of EOC and non-epithelial OC), and ovarian metastases,
according to the histopathologic diagnosis. The Copenhagen Index
(CPH-I) was calculated for each subject using the formulae proposed
by Karisen and cols. [24] and the Risk of Ovarian Malignancy Algorithm
(ROMA) was used as proposed by Moore and cols. {11]. We determined
the median (with corresponding ranges) values for age, body mass
index, serum HE4 and CA125 levels, and ROMA and CPH-I predicted
risk of malignancies for each tumor category. Next, we calculated the
Receiver Operator Characteristics’ (ROC) Areas Under the Curves
(AUC) for CPH-I and ROMA in different scenarios. We compared the
AUCs using the DeLong method [27]. In order to match the inclusion
criteria used to assemble the validation cohort used in the Karlsen and
cols. [24] study, in a few analyses we excluded BOT, ovarian metastases
and non-epithelial OC (we named this subset of patients as “EOC-re-
stricted cohort™). We then calculated the sensitivity and specificity for
CPH-1 and ROMA, using standard cut-off points (for CPH-I, 0.07; for
ROMA, 13.1% in premenopausal women and 27.7% for postmenopausal
women) [11, 24], for the entire cohort and for the EOC-restricted cohort.
We next depicted the ROC curves for CPH-I and ROMA for the complete
and EOC-restricted cohorts.

3. Results

Table 1 briefly shows the main characteristics of the study cohort.
Three hundred eighty four patients entered analyses, 58.3% (224 pa-
tients) of which had benign ovarian disease. Of the 224 women with be-
nign ovarian disease, 83 had epithelial tumors, 56 germ cells, and 28 had
stromal tumers (data not shown in table). Another 57 women with be-
nign ovarian disease had non-neoplastic tumors, comprising 24



endometriomas, 11 functional cysts and 22 other minor groups, which
consisted of atrophic ovaries, ovarian torsion, tubo-ovarian abscess,
oophoritis, and ovarian oedema (data not shown in table). Of the 160
women with non-benign ovarian disease, 32 (8.3%) had BOT, 87
{22.6%) EOC, 26 (6.8%) non-epithelial OC and 15 (4%) had ovarian me-
tastases. Median patients’ age achicved its acumen in those with epithe-
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Table 2
Polytomous discrimination performance of CPH-1 and ROMA.
Performance measures AUC CPH-I AUCROMA P-value ROMA
(95%CI) (95%Ct) vs. CPH-1
Benign vs OC + BOT 0.84 (0.79-0.88) 0.82(0.78-0.86) 0.15
Benign vs EOC 094 (0.90-097) 0.93(0.89-096) 0.30
Benign vs BOT 0.83 (0.54~1) 0.74 (027-1) 0.32

lial OC (62.9 years, range 18.4-86.6), contrasted to only 46.1 years
(range 14.4-84.4) in those with benign ovarian disease. Patients with
epithelial OC also had the highest median serum levels of HE4
(280.9 pmol/L, range 19.1-24,752.3) and CA125 {314.2 U/mL, range
3.9-24,647.2), and accordingly their predicted risk of harbouring a ma-
lignant tumor were the highest among all study groups [87.3%, (range
1.7-99.9) according to ROMA, and 83.4% (range 0.2~100) according to
CPH-I].

Table 2 compares the performance of CPH-1 and ROMA for the dis-
crimination of ovarian tumors, in different scenarios. In all comparisons,
both tests performed similarly. The best AUCs were obtained for the
EOC-restricted cohort, i.e. the discrimination of epithelial OC from be-
nign tumors. When all malignant tumors (BOT, ovarian metastases
and non-epithelial OC) were included, the performance of both exams
deteriorated (first line of the table). In addition, CPH-1 and ROMA per-
formed similaily for the discrimination of benign from stage I-11 OC
(0.78 and 0.77, respectively). However, when differentiating benign tu-
mors from stage I-1l EOC, the AUCs for both tests increased (0.87 for
both). Both tests performed similarly for the differentiation of OC from
metastases (CPHI AUC = 0.66 and ROMA AUC = 0.65); for the hypo-
thetical discrimination of EOC from metastases, the AUC for both tests
increased to 0.75. Importantly, both tests performed poorly for the dif-
ferentiation of stage I-Il OC from ovarian metastases (CPH-I and ROMA
AUC = 0.53), although a better performance was obtained for the dis-
crimination of stage IlI-IV OC from metastases {CPH-I AUC = 0.88;
ROMA AUC = 0.86).

In Table 3, we dissect and compare the performance indicators of
CPH-1 and ROMA for the complete cohort and for the EOC-restricted co-
hort. For the EOC restricted cohort, CPH-I performed slightly better than
ROMA, and both tests approached 89% sensitivity and 85% specificity.
When analysing the same parameters for the complete cohort, which
include women with BOT, ovarian metastases and non-epithelial OC,
the sensitivity of both tests declined to nearly 72%, aithough the speci-
ficity remained close to 85%.

Fig. 1 shows the ROC curves for CPH-I and ROMA for the discrimina-
tion of OC + BOT + metastases from benign tumors (A) and EOC from
benign tumors (B). Curves for CPH-I and ROMA were statistically similar
in both scenarios.

4. Discussion

Our study shows that ROMA and CPH-I performed similarly well for
the discrimination of malignant from benign ovarian tumors. This is the

Table 1
Clinical features of women by tumor type.

Benign vs OC stages -1

Benign vs EOC stages I-I1

Benign vs ovarian
metastases

BOT vs OC stages I-11

BOT vs OC stages 1I-IV

BOT vs ovarian metastases

0OC vs metastases

078 (0.70-0.85) 0.7 (0.71-0.85) 0.82
0.87(0.80-094) 087 (0.80-0.94) 0.65
0.83 (0.70-0.96) 0.80 (0.68-0.93) 042

0.71 (0.60-0.82) 0.68 (0.56-0.69) 0.26
0.84 (0.72~-.95) 0.87 (0.74-098) 030
0.69 (0.52-0.86) 0.66 (0.49-0.84) 0.55
0.66 (0.54-0.78) 0.65 (0.53-0.78) 0.71
EOC vs metastases 0.75 {0.64-0.87) 0.75 (0.63~0.87) 0.72
OC stages I-11 vs metastases  0.53 (0.38-0.69) 0.53 (0.36-0.69) 0.78
OC stages IlI-IV vs metastases  0.88 (0.79-0.97) 0.86 (0.86-0.95) 0.15

Note:
AUC = Areas Under the Curves.
CPH-I = Copenhagen Index [24].
ROMA = Risk of Ovarian Malignancy Index [11}.
Cl = confidence interval.
Benign = women with benign ovarian disease, consisting of 83 benign epithelial tumors,
56 benign germ cell, and 28 benign stromal tumors; another 57 women had atrophic ova-
ries, ovarian torsion, tubo-ovarian abscess, oophoritis, and/or ovarian oedema. (n = 224).
OC = ovarian cancer, comprising 87 epithelial and 26 non-epithelial matignant tumors {n
=113),
EOC = epithelial ovarian cancer {n = 87).
BOT = borderline ovarian tumors (n = 32).
Metastases = ovarian metastases (n = 15).

¢ AUC were compared using DeLong.

first study to evaluate CPH-I outside the validation datasets. When using
selection criteria similar to those used in the CPH-I validation study (i.e.
including only epithelial OC as malignant tumors), we obtained an AUC
of 0.94 for CPH-I, which is virtually the same value (0.95) reported by
Karlsen and cols. in the validation study [24]. The same results were ob-
served for the comparison of benign tumors versus stages I-Il with ROC-
AUC 0.87 for CPH-I in the present study and 0.88 in the previous study
(validation cohort) [24].

It is important to emphasize that BOT, ovarian metastases and non-
epithelial OC cases were not included in the CPH-I study due to different
designs across study partners [24]. In our single-institution study, we
tested CPH-I in a more clinically realistic scenario, encompassing all
the histological possibilities for malignant ovarian tumors {epithelial
and non-epithelial OC, BOT and ovarian metastases). Our approach is
more suitable to the practitioner. When including all patients in the
analyses, the perforimances of CPH-1 and ROMA were not that brilliant,
with a significant deterioration of both tests' sensitivities, although
specificity was preserved. Thus, in the real world, CPH-I and ROMA

Benign® disease

Borderline ovarian tumor {n = 32)

Epithelial OC (n = 87) Non-epithelial OC {n = 26) Ovarian metastases

(n=224) {n=lo)
Age, in years" 46.1 (14.4-844) 47.1 (20.5-76.8) 62.9 {18.4-86.6) 47.9 (14.7-802) 51.4 (30.6-67.2)
Pre-/post-menopausal 122/102 17/15 20/67 14/12 8/7
Body mass index, in kg/m2” 27.8 (16.7-43.8) 28.1 (21.1-41.0) 26.0(16.4-44.1) 30.0 (18.8-45) 27.9(19.9-389)
HE4, in pmol/L® 48 (8-1012) 66.6 (33.7-301.5) 280.9 (19.1-24,752.3) 59.1 (25-840.2) 842 (29.3-547.8)
CA125, in U/mL® 233(1.7-2688.7)  43.8 (64-11708) 3142 (3.9-24,6472) 58.3 (7.5-1248.7) 122.8 {74-24209)
ROMA, in percentage” 8.7 (0.1-954) 17.9 (3-88.4) 87.3 (1.7-99.9) 12,6 (1.5-97.3) 49.6 (4.3-97)
CPH-I, in percentage” 1.4(0.1-79.2) 5{0.3-824) 83.4 (0.2-100) 7.7 (0.1~86.9) 16.6 (0.4-97.6)
Disease stage (I-11/1lI-1V) 27/5 36/51 23/3

OC = ovarian cancer.
CPH-1 = Copenhagen Index [24].
ROMA = Risk of Ovarian Malignancy Algorithm [11].

2 Please refer to text in the “Results” section for the description of tumors included in the Benign category.

b Values expressed as median (range).
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Table 3

Performance of CPH-1 and ROMA for the complete and EOC-restricted cohort at standard cutoff points.

Complete cohort* EOC-restricted cohort”

CPH-1 ROMA CPH-1 ROMA
Sensitivity 73.1% (67.3 to 78.9%) 71.2% (65.3 to 77.2%) 89.7% (85.7t0 93.7) 88.5% (84.3 to 82.6%)
Spedificity 84.4% (78.6 to 90.1%) 83.5% (77.6 to 89.4%) 85.3% (78.7 to 91.9%) 83.5% (76.7 to 90.3%)

Cutoff points: for CPH-1, 0.07 predicted probability {PP); for ROMA, 13.1% for premenopausal women and 27.7% for postmenopausal women [ 11, 24].

CPH-I = Copenhagen Index [24].
ROMA = Risk of Ovarian Malignancy Index [11}.
EOC = epithelial ovarian cancer.

* Includes, in the “malignant” arm, borderline ovarian tumors, ovarian metastases, epithelial and non-epithelial ovarian cancer. This analysis simulates real-world conditions faced by
practitioners, which cannot discern the pathological nature of the ovarian masses before surgery.
5 These analyses emulate those used in CPH-1 validation studies {24] and exclude borderline ovarian tumors, non-cpithelial ovarian cancer and ovarian metastases.

should be used with caution, and their results must always be
interpreted in conjunction with the image analyses of the mass.

It is difficult to compare the performance of ROMA across studies
since authors report several methodological differences. In a recent
study, when the algorithm was used to distinguish epithelial OC from
benign diseases, the AUC for ROMA was 0.82 (premenopausal) and
0.88 (postmenopausal) {22]. In our study, it was 0.93, considering pre
and postmenopausal women altogether. It is of note that Xu and cols.
measured HE4 and CA125 using Roche assays, whereas we used the Ab-
bott assays. Karlsen and cols. used the same methods that we used and
obtained an AUC for ROMA = 0.95 (for the differentiation of EOC from
benign disease) [18], while we obtained quite the same performance
{AUC = 0.93). It is important to emphasize, in our study, we collected
blood for the markers on average 69 days before surgery, whereas in
the comparison studies samples were obtained immediately or two
weeks before surgery [18, 22]. Authors that conducted similar but
smaller studies have reported comparable results: Ortiz and cols. ob-
tained AUC = 0.94 for the discrimination of 29 ovarian cancers (93%
EOC) from 119 cases of benign pelvic diseases (88% ovarian); Sandri
and cols. reported AUC = 0.93 for the discrimination of 160 malignant
adnexal tumors (including tubal cancer) from 164 benign pelvic masses
[19, 20].

CPH-I and ROMA performed fairly well for the discrimination of ad-
vanced (stages II-IV) OC from ovarian metastases, but poorly for the
discrimination of early OC from ovarian metastases. In fact, a good dis-
criminating power would be useful for correct surgery planning and
even patient referral of the patient either to a gynaecological cancer cen-
ter or to a general cancer hospital.
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Our study is faulty in that we performed our assessments in a se-
lected cohort of patients referred to a tertiary cancer center. A stronger
study design would be to test CPH-I and ROMA before patient referral to
a specialized gynaecological cancer center. In highly specialized
gynaecological cancer centers, ultrasound and other imaging services
are often highly capable and can provide reliable diagnoses. This situa-
tion is in stark contrast to that in non-specialized centers, where auxil-
iary methods such as CPH-I, ROMA and other triaging methods can be
more useful to select patients for referral to a specialized center. Good
triaging methods can avoid patient anxiety, unnecessary surgeries, or
a delay in the treatment of OC. Our study is also peculiar in that we re-
port on a relatively high proportion of women with early-stage OC.
One possible explanation for this fact is that Brazil is in the middle of a
rapid demographic transition [28], and the bulk of the Brazilian popula-
tion pyramid is in the 15-35 years age strata. This results in a relatively
high proportion of ovarian tumors typical of these age strata, non-EOC
and BOT, which in general can be diagnosed earlier in their natural
course.

We decided to compare ROMA - a well-known and already exten-
sively tested triaging algorithm - to CPH-I because the latter is calcu-
lated using age instead of menopausal status. Age is an information
easier to obtain compared to menopausal status, which is established
using different criteria across studies. For instance, there are authors
who consider >1 year of amenorrhea as the diagnostic criterion for
menopause, while others utilize follicle stimulating hormone (FSH)
level, or the age of 50 years as a cut-off point [15, 24, 29]. The finding
that both methods performed similarly is thus encouraging, since the
ease of use of CPH-I can make it more popular among practitioners.
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Fig. 1. Comparison of ROC curves for CPH-Iand ROMA for the discrimination of malignant from benign ovarian tumors. In A, all tumors were included in the analysis (ie., in the “malignant”
arm, EOC, non-epithelial OC, BOT and ovarian metastases were included). In B, BOT, non-epithelial OC and ovarian metastases were excluded, emulating the cohort used in the CPH-I val-

idation studies [24].
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In essence, our study shows that CPH-I may be a tool to aid in the dis-
crimination of patients that might possibly benefit from a referral to a
specialized cancer center. CPH-I can be easily performed in primary
and secondary health services in the case of suspicious masses visual-
ized on ultrasound or another imaging. However, caution is necessary
since, in practical situations, the sensitivity of CPH-I may be as low as
70% and incorrect interpretation of results can in turn lead to a delayed
referral of a woman to a specialized cancer center.
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Abstract

Serum biomarkers may help to discriminate malignant from benign adnexal masses with
equivocal features on image exams. Adequate discrimination of such tumors is crucial for
referring patients to either a specialized cancer center or a non-specialized gynecologic service.
Aim. Investigate if serum preoperative C-reactive protein (CRP) alone or combined with
CA125 and menopausal status in the Ovarian Score (OVS) is useful in the prediction of
malignancy of women with ovarian tumors. Methods. This cross-sectional study included 293
patients who underwent surgery in a tertiary cancer center. Receiver Operator Characteristics
Areas Under the Curves (AUC) for CRP, CA125 and OVS were calculated in different scenario,
as well as their sensitivity and specificity, using standard cut-off points (for CRP, 10mg/l; for
CA125, 35U/ml). Results. CA125 and the OVS performed significantly better than CRP alone
in the differentiation of benign disease from epithelial ovarian cancer (EOC) (AUC = 0.86 for
CA125, 0.79 for OVS and 0.73 for CRP). The OVS and CRP alone were superior to CA125
only in the differentiation of borderline ovarian tumor from advanced stages EOC and non-
EOC. Sensitivity and specificity was 52.5% and 83%, respectively for CRP, 77.9% and 66.7%,
respectively for CA125, and 71.3% and 67.8%, respectively for OVS. Conclusion. The OVS
is as good as CA125 in the differentiation of benign tumors from ovarian cancer. The addition
of CA125 and menopausal status to CRP enhanced the relatively low discriminatory power of

isolated CRP.

Keywords: Adnexal masses; CA125; CRP; Inflammation; Ovarian cancer; Ovarian tumors.
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Introduction

Ovarian cancer remains the most lethal gynecological cancer worldwide, with
238,719 estimated new cases and 151,917 deaths each year (1). The majority of patients are
diagnosed in advanced stages and less than 30% of them survive after 5 years (2). Pro-
inflammatory processes elicited by ovulation, endometriosis, pelvic inflammation and
polycystic ovarian syndrome have been proposed as potential pathways involved in the
pathogenesis of ovarian cancer (3, 4). The inflammatory response promotes carcinogenesis by
the induction of genomic instability and epigenetic alterations, leading to inappropriate gene
expression, which stimulates neoangiogenesis, cell proliferation and inhibition of apoptosis in
cancer cells. A similar chronic inflammation environment is often found in tumor tissues (5, 6).

Serum biomarkers can be useful to assist on the diagnosis of a benign or malignant
ovarian tumor together with clinical and ultrasound exams. Although ovarian cancer is a rare
entity, pelvic masses are a relatively common finding in pre and postmenopausal women, being
more frequent in premenopausal. Moreover, it is estimated that 5-10% women will be submitted
to surgery due to a pelvic mass in their lifetime (7) and approximately 30% of postmenopausal
women referred to surgery will be diagnosed with a malignant tumor (8). Preoperative
identification of malignant tumors allows patient referral to a tertiary hospital, where they can
be operated by a gynecologic oncologist, with improvement of survival, while benign tumors
may be surgically removed in a minimal invasive approach (laparoscopy) in a secondary center
9-11).

Serum C reactive protein (CRP) is a sensitive indicator of acute or chronic
inflammation, used routinely in several acute or chronic inflammatory diseases. Besides, its
production by the hepatocytes as part of the inflammatory response is expected when tissues
are damaged by an infection, trauma or a malignant disease (4, 5). Some studies have already
investigated the elevated circulating levels of CRP in ovarian cancer setting. These studies
showed a positive correlation between CRP and ovarian cancer, however it must be emphasized
that they evaluated pre - diagnostic serum to assess cancer risk, but were not designed to
examine whether women with adnexal masses should undergo surgery (4, 12 -15). Higher levels
of CRP are related to advanced disease, worse prognosis (16), decreased progression-free
survival and overall survival (17) but little is known about the role of the biomarker in the
preoperative setting (18, 19).

CA125 is a well-established biomarker used in the management of women with

epithelial ovarian cancer (EOC). It has been useful in monitoring response to chemotherapy,
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diagnosis of ovarian cancer (OC) recurrence and in the prediction of disease prognosis. It also
plays arole in the discrimination of malignant from benign pelvic masses in preoperative setting
(20, 21). However, because of its low specificity, mainly in premenopausal women, as it
presents higher concentration in many benign gynecological diseases and conditions, such as
menstruation, uterine myoma and endometriosis, other biomarkers have been tested to enhance
the performance of CA125 alone. In addition, CA125 level is elevated in 85% of advanced OC
but shows low sensitivity in initial stages of the disease, about 50% of the cases (22).

The association of different systemic inflammatory related biomarkers in the
evaluation of women with OC is useful to assess treatment response, prognosis, however, as a
preoperative test, we should choose more simple association of biomarkers, considering costs,
availability and reproducibility in clinical practice, mainly in under resourced settings.

The goal of this study was to determine the role of CRP measurement in the
prediction of malignancy in women with ovarian tumors, compared to the gold standard
biomarker for ovarian tumors CA125. In addition, the Ovarian Score (OVS) involving CRP,
CA125 values and menopausal status was used to compare if this association is superior to the

biomarkers alone.

Patients and methods
Patients

This cross-sectional study was conducted from January 2010 to November 2014 at
the Women’s Hospital (CAISM), State University of Campinas, a tertiary cancer center
specialized in gynecological malignancies. The University Research Ethics Committee
(number 1092/2009) approved this study. Women referred to the pelvic oncology clinic, due to
pelvic or adnexal masses, were included in this study after signed consent, and were submitted
to the study protocol. In brief, patients were submitted to pelvic examination, and an ultrasound
evaluation of the pelvis was scheduled. Blood samples were collected for serum marker
measurement and archival purposes. When indicated, diagnostic and/or treatment surgical
procedures were scheduled. When surgery was not indicated, women were scheduled for
clinical follow-up. Women with tumors more likely to be benign waited for nonpriority
surgeries. Those with moderate or high risk of malignancy underwent surgery earlier, as
previously described (23).

From 785 consecutive enrolled women, we excluded those with no surgical

indication (306 women), without CA125 and/or CRP results (149 women) and those who had
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extra ovarian tumors (37 women), among these, benign (uterine leiomyoma, tubal cysts,
sactosalpinx) and malignant tumors (pseudomyxoma peritonei, gastrointestinal origin
carcinomas). The biopsy tissue specimens of these extra ovarian tumors were collected from
sites other than the ovaries. Percutaneous biopsy of pelvic masses or abdominal implants, were
performed in 22 cases of non-resectable ovarian tumors. Bilateral tumors were found in 64
women; for categorization purposes, the tumor with worst prognosis was taken into account.
Postmenopausal status was defined as > 1 year of amenorrhea or > 50 years in the case of

previous hysterectomy.

Methods

Blood samples collected from patients were stored in serum separator tubes. They
were left to clot for at least 30 minutes before centrifugation. Blood samples were centrifuged
1300g for 10min, and serum was separated into aliquots and stored at -80°C until the analysis
of biomarkers. The mean time elapsed between the blood collection and surgery was 69 days,
ranging from 24 h or less for emergency procedures to a maximum of 119 days (90% central

range = 40 to 75 days).

C-reactive protein (CRP)
Serum CRP was measured through the high-sensitivity CRP test, a method using
the immuno-turbid metric assay in an automatic analyzer Modular ANALYTICS - P800 -

Evolution Model (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany), expressed in mg/1.

Cancer antigen (CA125)
Serum CAI125 was determined by the CA125 1II test, through the
chemiluminescence technique in the automatic analyzer Cobas e411 (Roche Diagnostics

GmbH, Mannheim, Germany) according to the manufacturer’s instructions, expressed in U/ml.

Statistical analysis

Data were analyzed using the R Environment for Statistical Computing Software
(24). Statistical calculations were performed using 95% confidence intervals (Cls), considering
P values < 0.05 as significant. Ovarian tumors were classified into non-neoplastic, benign,
borderline ovarian tumor (BOT), malignant, and metastatic groups according to histopathologic

diagnosis. For analytic purposes, tumors were grouped into benign (non-neoplastic and benign)
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and malignant (BOT, malignant and metastatic). Clinical characteristics of groups classified as
benign or malignant were compared using the chi-square test for categorical variables and
Kruskal-Wallis test for continuous variables. A simple score, recently described by Watrowski
and Zeillinger (18) was modified in our study to OVS, in order to test the association of CA125,
CRP dosage and menopausal status. These three parameters were dichotomized according to
CA125 (35 U/ml as cutoff), CRP (10 mg/1 as cutoff) and menopausal status, giving 1 to marker
values above cutoff and to postmenopausal status. OVS thus ranged from O to 3, values 0 — 1
classified as negative and 2 — 3 classified as positive. Next, we calculated the Receiver Operator
Characteristics’ (ROC) Areas Under the Curves (AUC) for CRP, CA125, and OVS in different
scenarios. We compared the AUCs using the DeLLong method (25). We then calculated the
sensitivity and specificity for CRP, CA125 and OVS using standard cutoff points above. We
next depicted the ROC curves for CRP and CA125 for the complete cohort, and then for pre

and postmenopausal subsets of women.

Results

Among the studied sample of 293 women, 41.6% of them presented a malignant
tumor. Malignant ovarian tumors were found in women significantly older (mean 55.4 vs. 47.2
years old, P < 0.01; data not shown) and postmenopausal (66.9% vs. 48%, P < 0.01). Neither
body mass index nor history of close relatives with breast or ovarian cancer, were related to
tumor malignancy. Most malignant (74.6%) and benign (39%) tumors were of epithelial nature.
In women with non-neoplastic masses, 19 were diagnosed with endometriomas, 9 with
functional cysts and 10 with other minor categories. Of the malignant tumors, 54.1% was at
stages I - II. Most women with malignant tumors had elevated levels of CA125 (77.9%), when
compared to those with benign tumors (33.3%) (P < 0.01). The same was true for CRP levels,
since 52.5% of women with malignant tumors had elevated levels of the serum marker
compared to only 17% of the women with benign tumors (P < 0.01). Most women with ovarian
metastases had elevated levels of CA125 > 35 U/ml (84.6%) and CRP >10 mg/1 (61.5%). (Table
1).

In Table 2, median (with interquartile range — IQR) and mean (with standard
deviations — SD) serum concentrations of CRP and CA125 are described according to the
histological classification of the tumors. Table 3 shows the significance values for pairwise
comparisons of the CA125 and CRP levels in the different histology strata. CRP levels were

significantly higher in women with metastatic tumors when compared to EOC, non-EOC, BOT,
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benign and non-neoplastic (P < 0.01). In addition, CRP levels from women with EOC were
significantly higher when compared to that in women with benign and non-neoplastic tumors
(P <0.01). CA125 levels were significantly higher in women with EOC when compared to that
in women with benign and non-neoplastic tumors (P < 0.01).

In Table 4, we show AUCs for CA125, CRP and OVS calculated for the
discrimination of different subsets of histological diagnoses. P-values comparing the AUCs for
CA125, CRP and OVS were calculated using the DeLLong method. CA125 had a significantly
better performance (AUC=0.80) than CRP (AUC=0.69) for the differentiation of benign
ovarian diseases from OC + BOT, as well as for the discrimination of benign tumors from EOC
(AUC = 0.86 for CA125 and AUC = 0.73 for CRP). Similarly, CA125 performed better than
CRP for the discrimination of EOC from metastases and stages III - IV OC from metastases.
The performance of CRP was statistically similar to CA125 for the differentiation of benign
tumors from BOT, early stage OC, and ovarian metastases. Of note, CRP and OVS performed
significantly better than CA125 for the differentiation of BOT from advanced stages OC. In the
differentiation of BOT from benign, BOT from initial stages OC, and initial stages OC from
metastases, OVS had a worse performance than CA125. OVS was superior to CRP alone in the
differentiation of benign from OC + BOT; benign from EOC; BOT from advanced stages OC
and EOC from metastases.

For the discrimination of benign from malignant ovarian tumors, CRP had a
sensitivity of 52.5% and a specificity of 83%, compared to 77.9% and 66.7%, respectively, for
CA125, and 71.3% and 67.8%, respectively for OVS (data not shown in tables).

Fig 1 shows the comparison of ROC curves for CA125 and CRP for the
discrimination of benign from malignant ovarian tumors in the whole cohort (A), and in the
subsets of pre (B) and postmenopausal (C) women. The best AUC for CRP was obtained in
postmenopausal women (AUC = 0.73 in postmenopausal women, compared to 0.66 in
premenopausal women and 0.69 in the entire cohort), although CA125 performed better than

CRP in all studied situations.

Discussion

Our study shows that CRP, a low-cost, widely available serum biomarker, when
associated to CA125 and menopausal status may be of some clinical value for women with
adnexal masses. In general, biomarkers can be useful tools in preoperative evaluation of adnexal

masses, helping to decide if surgery or surveillance is more appropriate for each woman,
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considering that most operated pelvic masses are benign and the morbidity of surgical
procedures is relevant.

Similar to other biomarkers, it is not correct to classify any value as “normal” for
CRP. A minor elevation of CRP (3 — 10 mg/l), found in a third of Americans, is associated to
dietary patterns and non-inflammatory conditions, which leads to mild tissue injury. This latter
phenomenon may precede disease onset. Consequently, this minor elevation of CRP is related
to increased risk of healthy people to develop diseases, predicts worse prognosis and mortality
of healthy and diseased people (26). Moreover, ethnical variations are responsible for different
values of CRP among studies. In Chinese populations, mean serum concentration of CRP in
patients with EOC was 14.32 mg/1 (16), another report for Caucasian cases was 36 mg/1 (27),
which is similar to our findings (36.5 mg/1).

Hefler-Frichmuth et al., in a retrospective study, obtained a doubled CRP serum
level in women with malignant (1 mg/dl) compared to those with benign tumors (0.5 mg/dl)
(19). In our analyses, women with benign tumors had CRP levels similar to women with BOT
(3.2 mg/l), whereas women with EOC (17.3 mg/l) and non-EOC (17.1 mg/l) had significantly
higher levels of CRP. Hefler-Frichmuth et al., obtained similar results to ours, in the
differentiation of benign from EOC, AUC = 0.90 for CA125 and AUC = 0.73 for CRP (19).
However, we were unable to reproduce Hefler-Frichmuth et al. results when CRP, CA125 and
age were combined in a ROC curve, with an AUC of 0.92. They found that CRP levels were
independently associated with the prediction of malignancy, suggesting that this biomarker
could be a useful tool in the differential diagnosis of pelvic masses (19).

Watrowski’s score was an association of preoperative platelet count, CRP,
fibrinogen and CA125 dosage (18). The association of these four parameters resulted in a higher
specificity (94% for Watrowski Score and 80% for CA125) but lower sensitivity than CA125
alone (76% for Watrowski Score and 93% for CA125). A higher sensitivity is crucial for the
preoperative setting, since false negatives in this case are related to delay in appropriate
treatment and worsening disease prognosis. In our study, we obtained OVS sensitivity (71.3%)
slightly inferior to that for CA125 alone (77.9%), with the same specificity (67.8% for OVS
and 66.7% for CA125). However, our study population differs from that studied by Watrowski
and Zeillinger (2015), as our sample presented a higher number of BOT and stages I - II OC.
Another notable difference is that we included ovarian metastases in the analyses. Our study
also differs from Watrowski-Zeillinger’s in the cutoff points used for CRP (5 mg/l in their study

compared to 10 mg/l in our study). In addition, we chose to use menopausal status, as we



45

obtained an improvement in the performance of isolated CRP in the discrimination of pelvic
masses in this subgroup of women.

Of note, the best AUCs for CA125, CRP and OVS were related to the differentiation
of EOC from benign tumors and metastases, showing that CRP, as well as CA125 are useful
markers, mainly for the prediction of EOC. When we grouped together non-EOC, metastases,
BOT and EOC, the performance of CA125, CRP and OVS deteriorated significantly. This latter
comparison is not possible with Hefler-Frichmuth’s and Watrowski’s studies, since they
considered EOC + BOT altogether for analysis.

When we analyzed biomarker performance according to menopausal status,
although CRP was slightly better in postmenopausal (AUC = 0.73) than in premenopausal
women (AUC = 0.66), CA125 showed a significantly superior result in the differentiation of
pelvic masses (AUC = 0.81 for both). When we associated CA125 + CRP + menopausal status
(OVS), the AUC obtained for this same comparison was 0.76, which was better than CRP (P =
0.01) but not to CA125 alone.

One weak point of our study was that we did not exclude women who were in use
of hormonal therapy, as other authors (4, 14). The use of oral estrogens replacement therapy
enhances CRP levels by a first-pass hepatic effect (28), which could be a potential confounder
factor. In addition, both CRP and CA125 can result in false positive results; therefore, we must
interpret results with caution, always considering image, clinical exam and presence of
conditions and diseases that could enhance biomarker levels.

It is important to emphasize that our sample was relatively rich in stages I - II tumors
(54.1%), which is an uncommon feature in ovarian cancer studies. Early stage OC is potentially
curable, and we provide a reliable estimate of CRP and CA125 behavior in this subset of
women. In our study, CA125, CRP and OVS had similar performances in the differentiation of
benign ovarian disease from ovarian cancer stages I - II. In the differentiation of BOT from
initial stages OC, CA125 performed better than OVS but was equivalent to CRP.

The correct discrimination between a primary ovarian neoplasia and metastatic
ovarian malignancies is also key to the correct referral of women with ovarian tumors. In the
case of suspected ovarian metastases, complementary exams such as colonoscopy, computed
tomography of the abdomen, mammography and magnetic resonance should be requested (29).

Our results showed predisposition to elevated CRP levels in women with ovarian
metastases. CRP elevation has been reported as risk and prognosis factor in other cancers, such
as colon (30, 31), breast (32) and uterine (33), which were the primary tumors of our ovarian

metastases sample. If we consider CRP levels increase as disease progresses, as reported in
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ovarian cancer studies (16, 27), the fact that metastatic disease expresses higher levels of CRP
was already expected.

In conclusion, OVS is as good as CA125 for the differentiation of benign adnexal
masses from ovarian cancer. In this scenario, the addition of CA125 and menopausal status to
CRP enhanced the relatively low discriminatory power of the isolated CRP. However, CRP and
OVS may be useful in the even less frequent situation of women with disseminated, non-
resectable intraabdominal disease and a pathological diagnosis of BOT. For these cases,
elevated CRP levels may suggest that invasive disease was missed during surgical/pathological

evaluation, and chemotherapy may be considered a treatment option.
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Table 1. Key clinical features of women by tumor type (benign or malignant)

Characteristic Benign n =171 Malignant n = 122 P-value
n (%) n (%)

Age (years)

<50 94 (55) 41 (33.6) <0.01

>50 77 (45) 81 (66.4)

Body mass index (kg/m?)

<30 109 (64.1) 84 (70) 0.36

>30 61 (35.9) 36 (30)

Menopausal status

Premenopausal 88 (52) 40 (33.1) <0.01

Postmenopausal 82 (48) 81 (66.9)

Missing data 1 1

Close relatives with cancer

(ovary/breast)

No 149 (89.8) 114 (95) 0.17

Yes 17 (10.2) 6(5)

Missing data 5 2

Histological type

Epithelial 67 (39.2) 69 EOC (56.6) / 22 BOT (18%)

Stroma 26 (15.2) 12 (9.8)

Germ cell 40 (23.4) 6(4.9)

Ovarian metastases 13 (10.7)

Non neoplastic

Endometriomas 19 (11.1)

Funcional cysts 9(5.3)

Others 10 (5.8)

Disease stage

I 55 (45.8)

1l 10 (8.3)

I 40 (33.3)

v 15 (12.5)

Missing data 2

Cal25 (U/ml)

>35 57 (33.3) 95 (77.9)

<35 114 (66.7) 27 (22.1) <0.01

CRP (mg/L)

> 10 29 (17) 64 (52.5)

<10 142 (83) 58 (47.5) <0.01

Ovarian metastasis n = 13
Cal25 serum levels (U/mL)

>35 11 (84.6)
<35 2(15.4)
CRP serum levels (mg/L)

> 10 8 (61.5)
<10 5(38.5)

*EOC=epithelial ovarian cancer; BOT= borderline ovarian tumor
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Table 2. Serum concentration of CRP and CA125 according to histological diagnosis

Tumor type N (%) CRP (mg/L) CA125 (U/ml)
Median IQR Mean SD Median IQR Mean SD
Total =293
Non neoplastic 38 (13.0%) 53 1.4-16.7 242 60.2 35.1 19.2-79 154.9 418.8
Benign 133 (45.4%) 2.8 1.2-5.7 7.3 21.1 23.1 14.2-40.6 50 129.9
Non-EOC 18 (6.1%) 17.1 2-59.2 38.1 443 86.3 21-250.7 1854 248.1
BOT 22 (7.5%) 32 1.3-12.1 8.2 10.3 474 21.6-121.6 185.1 280.5
EOC 69 (23.5%) 17.3 33-45.1 36.5 51.5 272.8 70.8-911.8 1520.8 41554
Metastases 13 (4.5%) 245 53-1375 96.4 141.7 109.5 91.6-428.3 368.7 550.4

CRP = C —reactive protein; IQR = interquartile range; SD = standard deviation; EOC = epithelial ovarian cancer; BOT = borderline ovarian tumor



Table 3. Significance values for pairwise comparisons of marker serum levels in different histological strata

Non neoplastic Benign Non-EOC BOT EOC Metastases

CRP CA125 CRP CA125 CRP CA125 CRP CAl125 CRP CA125 CRP CAI125

ns ns <0.01 0.01 <0.01 ns

Non neoplastic

Benign ns ns <0.01 <0.01 <0.01 ns
Non-EOC ns ns 0.01 ns
BOT ns ns ns ns ns <0.01 s
EOC <0.01 0.01 <0.01 <0.01 ns ns <0.01
Metastases <0.01 ns <0.01 ns 0.01 ns <0.01 ns

CRP = C —reactive protein; EOC = epithelial ovarian cancer; BOT = borderline ovarian tumor

ns = not statistically significant
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Table 4. Polytomous discrimination performance of CA125, CRP and OVS

P-value P-value P-value CRP

Discrimination AI(J9C5 %éll)zs AUC CRP (95%c1)  AUC OC\;)S 3% cal25vs.  CAI25  vs.OVS*
OVS*  vs. CRP*
Benign vs. OC+BOT 0.80 (0.74-085) 069 (0.63—076) 076(0.71—081) P=008 P=00l _ P=000I
Benign vs. EOC 0.86 (0.81-0.92) 073 (0.66—0.80)  079(0.73-084) P=081 P<00l  P=0.03
Benign vs. BOT 0.71 (0.59-0.83) 055 (041 —-0.69)  0.62(052-073) P=0003 P=007  P=0.19

Benign vs. OC stages I-11 0.74 (0.66 - 0.83)  0.67 (0.58 —0.76) 0.70 (0.62 —-0.78) P=0.05 P=0.14 P=0.37
Benign vs. EOC stages I-II. ~ 0.77 (0.68 - 0.86)  0.67 (0.57 - 0.77) 0.70 (0.62 - 0.78) P=0.05 P =0.06 P =0.37

Benign vs. metastases 0.82 (0.67 -0.97) 0.76 (0.59 - 0.93) 0.82 (0.72 -0.92) P=0.76 P=0.22 P=0.28
BOT vs. OC stages I-11 0.67 (0.54—-0.81)  0.65(0.51-0.79) 0.61 (0.47-0.74) P=0.01 P=0.79 P=0.40
BOT vs. OC stages III-1V 0.44 (0.21-0.67)  0.82 (0.68 —0.96) 0.94 (0.81—-1) P=0.002 P=0.01 P=0.01
BOT vs. metastases 0.67 (0.47-0.86)  0.74 (0.55-0.93) 0.76 (0.61 —0.92) P=0.08 P=0.40 P=0.87
OC vs. metastases 0.55(0.39-0.70)  0.56 (0.37 —0.76) 0.51 (0.37 — 0.66) P=0.67 P=0.94 P=0.74
EOC vs. metastases 0.82 (0.77-0.87)  0.70 (0.63 —0.76) 0.78 (0.73 - 0.83) P=0.61 P <0.01 P =0.001

OC Stages I-1I vs.
metastases

OC Stages III-IV vs.
metastases

0.65 (0.48-0.83)  0.66 (0.48 —0.86) 0.38 (0.23-0.52) P <0.01 P=0.77 P=0.05

0.73 (0.57-0.88)  0.50(0.29-0.71) 0.62 (0.46 — 0.78) P=0.04 P <0.01 P=0.28

Benign= benign ovarian disease, consisting of 67 epithelial, 40 germ cell and 26 stromal tumors, 19 endometriomas, 9 functional cysts and 10
others: atrophic ovaries, ovarian torsion, tubo-ovarian abscess, oophoritis, and/or ovarian oedema. (n=171)

OC= ovarian cancer, comprising 69 epithelial and 18 non-epithelial ovarian cancer (n= 87)

EOC= epithelial ovarian cancer (n=69)

BOT= borderline ovarian tumor (n=22)

Metastases= ovarian metastases (n=13)

CRP = C —reactive protein; OVS = Ovarian Score

* AUC compared using the DeLL.ong method
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5. DISCUSSAO GERAL

A mensuracgdo sérica dos marcadores tumorais € objetiva, de facil interpretacdo e
sua dosagem pode ser padronizada entre os diferentes laboratérios. Podem ter um custo
relativamente menor do que os exames de imagem [45]. Ainda ndo se conhece claramente a
correlagdo entre o volume tumoral e a concentragdo do marcador detectado no sangue. Existem
véarios fatores bioldgicos envolvidos na quantidade do marcador que circula na corrente
sanguinea: os niveis secretados por células tumorais e células sadias, a vascularizagcdo tumoral,
a permeabilidade vascular e a heterogeneidade de efeitos que determinam o crescimento dos
tumores. Em um modelo matemaético, estimou-se que o cancer de ovario poderia crescer por 10
anos até atingir tamanho suficiente para liberar uma quantidade minima de marcador tumoral,
a ser detectada pelos ensaios laboratoriais disponiveis atualmente [80].

A maioria das neoplasias ovarianas que ocorrem tanto no menacme quanto na
menopausa € benigna. No entanto, o risco de malignidade aumenta com a idade, sendo que na
menopausa 30% desses tumores sdo malignos [81]. O correto referenciamento € imprescindivel,
para que os casos de cincer sejam encaminhados sem demora, para tratamento especializado, e
também possibilita que os casos benignos ndo sobrecarreguem o centro tercidrio,
desnecessariamente. O presente estudo teve enfoque no uso de marcadores séricos, na predi¢ao
de malignidade de massas pélvicas. Foi realizado em um hospital tercidrio, com mulheres
encaminhadas para diagnostico e tratamento. Com a maior prevaléncia de casos malignos, nossa
casuistica aumentou o valor preditivo e diminuiu o valor preditivo negativo dos testes, ndo
permitindo o uso destes valores.

Uma vantagem do nosso estudo foi a inclusdo de casos de tumores benignos, ndo
neoplasicos, tumores malignos epiteliais e ndo epiteliais, tumores borderline de ovario e
metastases ovarianas, sendo excluidos apenas os casos ndo ovarianos, o que torna a casuistica
mais proxima da realidade clinica. Todos os casos incluidos foram submetidos a andlises
histopatoldgicas (padrao ouro). Os tumores benignos e as doengas benignas de ovario foram
considerados controles. A indica¢do cirdrgica se baseou no valor do CA125, na US e
eventualmente na ressonincia nuclear magnética, realizados por examinadores experientes em
patologias ginecoldgicas. Assim, mais casos malignos foram operados, € mais casos benignos
foram mantidos em acompanhamento. Outros estudos, com enfoque no diagnéstico de massas
pélvicas por métodos de imagem estdo em andamento.

No primeiro artigo, dois algoritmos que utilizam marcadores tumorais, 0o ROMA e

o CPH-I foram comparados na predicdo de malignidade de mulheres com massas anexiais. O
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CA125 e o HE4 foram ambos dosados pelos ensaios da Abbott para se assemelhar a maioria
dos estudos de treino e validagdo em que o CPH-I foi testado [69]. O estudo que inicialmente
descreveu o ROMA utilizou o ensaio da Abbott para o CA125 e o da Fujirebio para o HE4 [60].

Em relacdio ao HE4, o teste da Abbott é um imunoensaio de microparticula
quimioluminescente totalmente automatizado, enquanto o da Fujirebio é um ensaio
imunoenzimatico realizado de forma manual. O valor de referéncia para o ensaio da Abbott é
de < 70 pmol/LL para mulheres na pré-menopausa ¢ < 140 pmol/L. para mulheres na pos-
menopausa, enquanto para o ensaio da Fujirebio € de < 150 pmol/L, sem distin¢do do estado
menopausal. No entanto, assim como para outros marcadores tumorais, ndo é correto expressar
o resultado em positivo ou negativo pelo fato de nao haver um valor diagndstico validado para
o HE4 [68, 82].

Diferencas nas concentragdes séricas, de acordo com o fabricante utilizado ja foram
reportadas. Em relacdo ao HE4, o ensaio da Fujirebio pode medir 14% (11.3%—-16.9%) a mais
quando comparado ao ensaio da Abbott [83]. No entanto, em outro estudo, ndo se verificou
diferenca entre a performance do HE4, quando se utilizou o ensaio da Abbott e da Fujirebio
(AUC de 0,94 e 0,92 respectivamente) na discrimina¢do de 163 mulheres sem cancer (73
mulheres sadias e 90 mulheres com doencas anexiais benignas) das 96 mulheres com carcinoma
de ovario [82].

Em nosso estudo, as concentracdes séricas do HE4 foram maiores nos carcinomas
(280,9 pmol/L), em seguida nas metastases ovarianas (84,2 pmol/L), tumores borderline de
ovario (66,6 pmol/L), tumores malignos nado epiteliais (59,1 pmol/L) e nas doencas benignas
(48 pmol/L). Resultados similares foram obtidos por Karlsen et al (2012), que também
utilizaram o ensaio da Abbott para medir o HE4 e avaliaram 1.218 pacientes, sendo 809 com
doencas benignas do ovario, 79 com tumores borderline de ovério, 252 com carcinomas, 9 com
tumores malignos ndo epiteliais e 69 com canceres ndo ovarianos [63]. As concentracdes séricas
também foram maiores nos carcinomas (436 pmol/L), em seguida nos canceres ndo ovarianos
(110 pmol/L), tumores borderline de ovéario (81,8 pmol/L), tumores malignos nao epiteliais (68
pmol/L) e doencas benignas do ovario (53,4 pmol/L).

Observamos niveis bem mais elevados de HE4 nos carcinomas do estudo de
Karlsen et al. (2012), e uma das explicacdes possiveis € de que dos 252 carcinomas, 203 (80%)
se apresentavam nos estdgios III ou IV. J4& em nosso estudo, 41% dos carcinomas se
encontravam em estdgios iniciais. Niveis mais elevados de HE4 nos estdgios avancados de
cancer de ovario também foram demonstrados no estudo de Sandri et al. (2013) [64]. Este

estudo envolveu 160 tumores malignos, sendo 148 epiteliais (incluindo 5 casos de carcinomas
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tubdreos), 164 tumores benignos de ovério/ doencas pélvicas benignas, 25 tumores borderline.
Observou-se que os niveis séricos de HE4 nos estigios avangados foi 7 vezes superior a dos
estdgios iniciais [64]. Outros 2 estudos recentes com carcinomas ovarianos e doengas benignas
de ovério obtiveram concentracdes séricas de HE4 4,5 [84] e 7 vezes [85] maiores nos
carcinomas em estdgios III/ IV do que nos carcinomas estdgios I/ II.

Em nosso estudo, as concentracdes séricas de CAI125, foram maiores nos
carcinomas (314,2 U/ml), em seguida nas metdstases ovarianas (122,8 U/ml), tumores malignos
nao epiteliais (58,3 U/ml), tumores borderline de ovério (43,8 U/ml) e doencas benignas (23,3
U/ml). No estudo de Karlsen (2012), as concentragdes séricas do CA125, foram maiores nos
carcinomas (647 U/ml), em seguida nos canceres ndo ovarianos (159 U/ml), tumores bordeline
de ovario (87,6 U/ml), doencas benignas (28,7 U/ml) e tumores malignos ndo epiteliais (26
U/ml) [63]. Os niveis séricos de CA125 também foram mais elevados nos estdgios avangados,
sendo 10 vezes maiores que nos estagios iniciais, em outro estudo [64].

Virias publicacdes tém mostrado a superioridade do HE4 e ROMA sobre o CA125
isolado em predizer os casos de cancer de ovario [64, 66, 67], mas ainda existem duvidas [62,
86]. Outros estudos encontraram resultados que indicam que o HE4 poderia ser usado de forma
isolada, sem beneficio de se acrescentar o ROMA a investigacdo, desta forma reduzindo os
custos da avaliacdo pré-operatéria [87, 88].

No estudo inicial de Moore et al. (2008) foram avaliados 67 carcinomas de ovario
e 166 doengas pélvicas benignas. O HE4 estava elevado em 12% das doencas pélvicas benignas,
enquanto o CA125 estava elevado em 26%. Na diferenciagdo entre carcinomas e doencas
pélvicas benignas, com especificidade fixa de 95%, o CA125 apresentou sensibilidade de
43,3%, o HE4 de 72,9% e o CA125 + HE4 de 76,4%. Esta tltima associag¢do adicionou 33% a
sensibilidade do CA125 e 3,5% a sensibilidade do HE4.

Na discriminagdo dos carcinomas estdgio I das doencgas pélvicas benignas, na
especificidade fixa de 95%, o HE4 mostrou sensibilidade de 45,9%, sendo que ndo houve
melhora com a adi¢do de qualquer outro marcador. Na associacdo do CA125 com o HE4 a
sensibilidade caiu para 39,5%. Por sua vez, o CA125 apresentou sensibilidade de 15,1%.

Nas mulheres na pré-menopausa, na diferenciacdo das doencas pélvicas benignas
dos carcinomas, tanto a associagdo de CAI125 com HE4 quanto o HE4 isoladamente
apresentaram AUCs maiores do que o CA125 isolado. Isso indica que o HE4 tem uma
sensibilidade maior que o CA125 neste grupo. No grupo da pés-menopausa, as AUCs nao foram
diferentes, ou seja, o HE4 apresentou uma sensibilidade semelhante ao CA125. No entanto,

houve uma diferenca na sensibilidade do HE4 com CA125 em relacdo ao CA125 isolado na
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diferenciacdo de doencas pélvicas benignas dos carcinomas independente do estado
menopausal [89].

Os niveis de HE4 aumentam com a idade, sobretudo em mulheres > 55 anos, que
podem ter um aumento de 27,1% a cada década [90]. Assim, parece mais ldgico e simples
utilizar um indice cujo algoritmo envolva a idade e ndo o estado menopausal. Karlsen et al.,
(2015) descreveram o Copenhagen Index que utiliza a idade das pacientes e compararam a sua
performance com 0 ROMA na diferenciagcao das massas pélvicas. Em nosso estudo, escolhemos
testar 0 ROMA e o CPH-I na nossa casuistica composta ndo apenas por doencas benignas
ovarianas e carcinomas, mas também por tumores borderline, tumores malignos nao epiteliais
e metdstases ovarianas.

Em relacdo ao desempenho dos algoritmos na diferenciacdo das massas anexiais,
em nosso estudo, a performance do ROMA foi igual ao CPH-I em todos os grupos comparados,
sendo o melhor resultado obtido na diferenciacdo de tumores benignos dos carcinomas, tanto
para 0 ROMA quanto para o CPH-I, resultado similar ao obtido por Karlsen et al. (2015) [69].

Quando se acrescentou os tumores borderline, tumores malignos ndo epiteliais e as
metastases ovarianas, as AUCs cairam de 0,94 para 0,84 no CPH-I e de 0,93 para 0,82 no
ROMA, em nosso estudo. Apesar de Kalrsen et al. (2012) ja terem apresentado uma casuistica
com todos estes grupos de tumores em estudo prévio [63] esta andlise ndo foi possivel de ser
realizada no estudo de Karlsen et al. (2015) por se tratar de um estudo multicéntrico com
diferentes critérios de inclusao entre os estudos envolvidos [69].

Os desempenhos do CPH-I e ROMA foram inferiores na diferenciacdo de tumores
benignos dos carcinomas e tumores benignos dos malignos ndo epiteliais estagios I - II, com
AUCs 0,78 e 0,77 respectivamente. Quando se retirou desta andlise os tumores malignos ndo
epiteliais, as AUCs melhoram (0,87 para os dois algoritmos). Karlsen et al. (2015) obtiveram
resultados discretamente melhores neste cenario, com AUCs de 0,90 para CPH-I e 0,89 para
ROMA [69].

As piores AUCs foram obtidas na avaliacdo do desempenho da diferenciacao de
carcinomas e tumores malignos ndo epiteliais estdgios I - I das metastases ovarianas, com 0,53
para CPH-I e ROMA. Também chama a atencdo os desempenhos inferiores dos algoritmos na
diferenciacdo de tumores borderline das metéstases ovarianas (AUC 0,69 para CPH-I e 0,66
para ROMA) e de tumores borderline dos carcinomas e tumores malignos ndo epiteliais
estagios I - II (AUC 0,71 para CPH-I e 0,68 para ROMA). Uma comparagdo com o estudo de

Karlsen et al. (2012) ndo é possivel nestes subgrupos, pois em sua andlise da diferenciacdo entre
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tumores borderline e carcinomas, que mostrou AUC de 0,868 para o ROMA, foram
considerados os carcinomas de todos os estigios [63].

Os tumores borderline sdo uma entidade a parte de tumores do ovario. A maioria
deles apresenta-se limitado aos ovdrios, com excelente progndstico, sendo a sobrevida em 10
anos de mais de 95%. Mas alguns casos podem cursar com implantes ndo invasivos ou
invasivos, podendo recidivar sob a forma de borderline ou carcinoma, € mais raramente evoluir
a obito [91]. Em nossa casuistica, dos 32 tumores borderline, a maioria (84%) se apresentava
em estagios iniciais (I ou II).

Braicu et al. (2014) avaliaram 104 massas pélvicas benignas (tumor ovariano e
miomatose uterina), 48 tumores borderline de ovario sem implantes invasivos e 15 com
implantes invasivos. A andlise das curvas ROC mostrou que nas pacientes na pré-menopausa,
o CA125 foi melhor do que o HE4 e ROMA na discriminacdo de pacientes com tumores
borderline com implantes invasivos, daquelas com massas pélvicas benignas e tumores
borderline sem implantes invasivos, com AUCs de 0,71 para CA125, 0,51 para HE4 e 0,52
para ROMA. Nas pacientes na pés-menopausa, 0 CA125 se mostrou discretamente melhor que
o HE4 e semelhante ao ROMA na discriminagdo de tumores borderline com implantes
invasivos das massas pélvicas benignas e tumores borderline sem implantes invasivos, AUCs
de 0,77 para CA125; 0,73 para HE4 e 0,78 para ROMA [92]. No entanto, é necessario cuidado
ao interpretar estes resultados, devido ao pequeno ndmero de tumores borderline com implantes
invasivos estudados. Na nossa andlise, a AUC do ROMA na diferenciagdo dos tumores
benignos dos tumores borderline (todos os estagios) foi de 0,74.

Quanto a sensibilidade do CPH-1 e ROMA, quando analisados todos os tumores
malignos (incluindo tumores borderline, metistases ovarianas e tumores malignos nao
epiteliais) foram menores (73,1% e 71,2%, respectivamente) do que quando foram considerados
apenas os carcinomas (89,7% e 88,5%, respectivamente). Das pacientes deste primeiro grupo,
que se aproxima mais da realidade clinica, 26,9 % (pelo CPH-I) e 28,8% (pelo ROMA),
deixariam de ser encaminhadas para centros tercidrios na investigacao de massas pélvicas. Em
relacdo a especificidade, ndo houveram grandes variacdoes nas diferenciacdes de tumores
benignos dos malignos ou de tumores benignos dos carcinomas isoladamente. Portanto, cerca
de 15% das mulheres com tumores benignos seriam submetidas a cirurgias em centros
terciarios, utilizando o CPH-I ou ROMA.

No segundo artigo, considerando-se a dosagem sérica de CRP, 52% das mulheres
com tumores malignos apresentaram niveis de CRP > 10 mg/L. Deve-se ressaltar que para esta

andlise, os tumores borderline foram agrupados aos canceres de ovario epiteliais, os nao
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epiteliais e as metdstases ovarianas. No entanto, quando analisados os valores séricos de CRP
nos subgrupos, observou-se que mulheres com tumores borderline apresentaram niveis
similares aos daquelas com tumores benignos e ndo com tumores malignos, demonstrando a
dificuldade de se obter um diagnéstico diferencial em relagdo a este subgrupo através dos
marcadores tumorais.

Observamos uma concentracao sérica duas vezes mais elevada nas mulheres com
tumores ndo neopldsicos em relagdo aquelas com tumores benignos. Isto se deve ao fato da
presenca de endometriomas entre os tumores nao neoplésicos. A concentracdo sérica média das
mulheres com endometriomas foi de 35,2 mg/ L. A endometriose, condicao ligada a inflamacao,
aumenta os niveis desta proteina, assim como também aumenta os niveis de CA125. A
concentracao sérica média de CA125 nas mulheres com endometriomas foi de 264,1 U/ ml.

Mulheres com metdstases ovarianas apresentaram as maiores concentragdes séricas
de CRP. As neoplasias primdrias destas pacientes foram: 10 do trato gastrointestinal, 1 de
endométrio, 1 de colo uterino e 1 de mama. O aumento da CRP j4 foi descrito como fator de
risco e de prognodstico em outras neoplasias como célon [93, 94], mama [95], endométrio [96].
Se considerarmos que os niveis de CRP aumentam a medida que a doenca progride, assim como
ja reportado em estudos de cancer de ovéario [97, 98] o aumento da proteina na doenca
metastdtica ja era esperado.

Hefler-Frichmuth et al. (2009) em estudo retrospectivo com 198 carcinomas de
ovario, 44 tumores borderline € 576 tumores benignos e nao neoplasicos, em um modelo de
regressdo logistica multivaridvel que incluiu CRP, CA125 e idade das pacientes, a CRP
conseguiu predizer malignidade de forma independente dos demais parametros, de forma que
poderia ser utilizada no diagnéstico diferencial de massas ovarianas [77]. No entanto, a AUC
da CRP isolada foi de apenas 0,73, inferior a do CA125 isolado, de 0,90. Em nosso estudo, ndo
conseguimos reproduzir estes resultados.

Watrowski & Zeillinger desenvolveram recentemente o Watrowski score, que
envolve os niveis séricos de CRP, CA125, plaquetas e fibrinogénio na diferenciacao de massas
pélvicas [76]. Como resultado, obtiveram uma elevada especificidade (94%), porém uma
reduzida sensibilidade (76%) na diferenciacdo de tumores benignos dos malignos. Os autores
colocam como vantagens do score, a simplicidade e o ndo aumento de custos na avaliacdo pré-
operatoria. No entanto, a dosagem de CRP e do fibrinogénio ndao fazem parte da rotina de
investigacdo das massas pélvicas. Em nosso estudo, optamos por um score simplificado, o

Ovarian Score (OVS) que associa as concentracdes séricas de CRP e CA125 com o estado
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menopausal, porque observamos um melhor desempenho da CRP isolada, nas mulheres
menopausadas.

Uma vantagem do nosso estudo foi a comparagdo dos desempenhos dos
marcadores, isolados ou combinados, nos diferentes cendrios. Apesar do OVS nao ter sido
superior ao CA125, exceto na diferenciacdo dos tumores borderline do cancer de ovario
avancgado, observamos que a adi¢do do CA125 e do estado menopausal melhorou o desempenho
da CRP isolada na diferenciacdo dos tumores benignos dos canceres de ovdrio, tumores
benignos dos carcinomas, metdstases ovarianas dos carcinomas, metastases ovarianas dos
canceres de ovdrio avangado.

Lundin et al. (2009) realizaram um estudo caso controle com coorte prospectiva
que investigou 207 casos de carcinomas invasivos e 30 tumores borderline, € comparou com
controles sadios. Na avaliacdo geral, a CRP ndo esteve relacionada ao risco de cancer de ovdrio.
No entanto, quando analisados valores de CRP > 10 mg/ 1 o Odds Ratio (OR) (IC 95%) foi de
4,4 (1,8-10,9) [71].

Em outro estudo caso controle com 167 carcinomas, o risco de desenvolver cancer
de ovario esteve associado a niveis séricos mais altos de CRP. O OR foi de 2,03 (IC 95% 1,2 -
3,47) quando se compararam os niveis de CRP entre 3 - 10 mg/L. com < 1 mg/L [75]. Trabert
et al. (2014) também em estudo caso controle, com 149 casos de tumores malignos de ovdrio,
examinaram a associacdo 46 marcadores da inflamacao com cancer de ovario e obtiveram uma
correlacdo positiva da CRP com esta neoplasia: OR 2,04 (IC 95% 1,06 - 3,93) na comparagao
de CRP > 9,76 mg/L com CRP < 3,23 mg/L. Em anélise dos carcinomas serosos separadamente,
obtiveram um OR superior, de 3,96 (IC 95% 1,14 - 11,14) para a mesma comparagdo [73].

Poole et al. (2013) agrupando 2 estudos caso controle e 1 coorte prospectiva,
avaliaram a dosagem de CRP em 376 casos de tumores invasores. Quando comparados os niveis
de CRP de 5,17 mg/L com 0,33 mg/L e CRP de 6,93 mg/L com 0,43 mg/L, houve um aumento
de risco de 53% de cancer de ovario (IC 95% 1,05 - 2,23). Na comparagdo de valores de CRP
> 10 mg/L com CRP < 1 mg/L obtiveram um risco relativo de 2,16 (IC 95% 1,23 - 3,78). O
aumento dos niveis séricos de CRP também esteve relacionado ao maior risco para o cancer de
Ovario nos carcinomas Serosos, € nos casos que foram a o6bito nos 3 primeiros anos do
diagnéstico da doenga [74].

Em estudo recente caso controle com 754 casos de carcinomas de ovario (mais
especificamente, 699 de ovdrio, 31 de tuba uterina e 24 de peritdoneo) e 1.497 controles, ndo se
observou associagdo dos niveis de CRP com aumento de risco para carcinoma de ovario,

quando analisados estes niveis de forma continua, ou dividido em tercos, em mg/L (1°. Terco:
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0,53 - 1,47; 2°. Tergo: 1,48 - 4,01; 3°. Terco: > 4,01). No entanto, quando se comparou niveis
de CRP > 10mg/L com <1 mg/L se observou um risco relativo aumentado deste cancer, de 1,67
(IC95% 1,03-2,70) [72].

Todos estes estudos caso controle concluiram que niveis aumentados de CRP estdao
associados ao maior risco de cancer de ovario, indicando que a inflamacdo pode ter um papel
na carcinogénese ovariana. No entanto, ainda nao estd claro se esta associacao € causal, ou se é
devido a outros fatores, que estao relacionados ao aumento de CRP e ao cancer de ovério [71 —
75].

Como se pode observar dos vdrios estudos expostos, ndo € correto classificar um
valor de CRP como “normal”, assim como para outros marcadores. Um pequeno aumento de
CRP (3-10 mg/L) € encontrado em um ter¢o dos americanos, e estd associado a determinados
tipos de dieta, a diversas condicdes aparentemente nao inflamatorias que acarretam em leves
danos teciduais. Estes danos seriam a base para o desenvolvimento futuro de doencas. Portanto,
este pequeno aumento de CRP estd associado ao risco de individuos sadios de desenvolver
varias doengas, a predicdo de complicacdes de diversas enfermidades, e aumento do risco de
mortalidade em individuos doentes e até mesmo sadios [99].

Nio se sabe se a CRP é um marcador somente da inflamacio. E provével que a
injuria celular inicialmente estimule a producdao de CRP. Assim, nestas condi¢des
aparentemente ndo inflamatérias haveria uma lesdao celular inicial, com discreto aumento de
CRP, e se agravada esta injuria celular, desencadearia uma resposta inflamatdria de fato, com
maior aumento da proteina [99].

Concluindo, tanto os marcadores isoladamente ou em associagdo em algoritmos e
scores, sdo utilizados em conjunto com o exame de imagem e exame clinico, na avaliacao pré-
operatdria de massas anexiais. Existem estudos que questionam a utilidade de marcadores apos
a realizacdo de US na caracterizagdo de massas pélvicas [100, 101]. No entanto, estes estudos
se basearam em US realizadas por examinadores experientes, com especial interesse no exame
de massas anexias, cendrio dificil de ser reproduzido fora dos grandes centros tercidrios. Desta
forma, os marcadores tumorais continuam sendo tteis na predi¢do de malignidade de mulheres
com massas anexiais.

O ROMA e o CPH-I sao indices equivalentes na diferenciacio dos tumores
malignos dos benignos. O ROMA ¢ um indice que ja foi reconhecido como superior em relacio
ao uso do CA125 isoladamente por diversos estudos, e 0o CPH-I tem a vantagem sobre 0o ROMA
por utilizar a idade, que € um dado mais simples de se obter do que o estado menopausal,

facilitando seu uso na pratica clinica. No intuito de se realizar o correto referenciamento das
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mulheres, O CPH-I e 0o ROMA podem ser aplicados fora dos centros tercidrios. No entanto, é
necessdria cautela, ja que na prética clinica a sensibilidade do CPH-I e do ROMA se aproxima
de 70%.

O Ovarian Score é equivalente ao CA125 na diferenciacdo de tumor benigno do
cancer de ovario. Ao acrescentar o CA125 e o estado menopausal a CRP, obteve-se um aumento
do desempenho da CRP isolada na diferenciacdo de massas anexiais. Portanto, a interpretacao
dos niveis pré-operatérios de CRP na paciente com massa anexial depende dos niveis de CA125

e o estado menopausal.
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6. CONCLUSAO

6.1. OROMA e o CPH-I apresentaram desempenhos semelhantes na predi¢do de malignidade
em mulheres com massas anexiais, seja em uma coorte de mulheres com carcinomas e doengas
ovarianas benignas, seja em outra coorte de mulheres com carcinomas, tumores malignos nao

epiteliais, tumores borderline de ovério, metdstases ovarianas e doencas ovarianas benignas.

6.2. A CRP isoladamente apresentou um desempenho inferior ao CA125 e OVS na predi¢ao de
malignidade em mulheres com massas anexiais. Contudo, a CRP e o OVS podem contribuir
para decisdes clinicas em mulheres diagnosticadas com doenga avangada, uma vez que permite
discriminar, nestes casos, entre mulheres com carcinoma e aquelas com tumor borderline de

ovario.
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8. ANEXOS

Anexo 1 - Ficha para coleta de dados

Ficha para coleta de dados de pesquisa clinica dos projetos Ovario:

e Avaliacao de biomarcadores para deteccao de tumores malignos em pacientes com tumor
anexial.

e Achados Clinicos, ultrassonograficos e bioquimicos como preditores de malignidade em
mulheres com tumores anexiais.

e Laparoscopia na abordagem inicial de tumores ovarianos.

l. IDENTIFICACAO

HC/HES/RH: ||| I 11 1 |1

Iniciais:

Telefone (contato):

Termo de consentimento = Sim |L_I / Nao I |

Questionario de Sintomas / i ~

Antecedentes = Al L5k

Marcadores = Sim |L_I / Nao I |

US da Pesquisa = Sim |1 / Nao ||

Cirurgia Programada (data / via): Cirurgia Realizada em: (data)

(AGENDADA PARA: ) | VIA: LAPAROSCOPIA |__|

(VIA PROGRAMADA: ) |CONVERSAO: Sim |_| / Nao ||
LAPAROTOMIA |__|

Congelacao: Sim |__INio I__l(resultado)>

Complicacoes = Sim I_1 / Nao I_|

Anatomo-patoldgico parafina

(resultado)=>

Encaminhamento =

Seguimento = Sim |L_1 / Nao I |

Alta = Sim |I_1 / Nao |




lll. DADOS DO ATENDIMENTO

DATA DO 12 ATENDIMENTO: / / Data de nascimento: / /
altura: m peso: Kg IMC:

Raca: O Branca O Parda O Negra O Amarela

Paridade: G PV PC A

Menarcaaos: _  anos

Usou Anticoncepcao Hormonal: O sim @O nao

Usou TH: Osim DOatual Oprévio O nao

Menopausa: © sim ©nao © natural o cirurgica (histerectomia) -idade

Cirurgias abdominais (intracavitarias) prévias:
Nao: O

Sim: O Namero:

TIPO:

Antecedente pessoal de cancer: 00 sim [ nao
Qual? Ano diagnéstico:

Antecedente familiar de cancer:
Nao: O
Sim: O Familiar / tipo:

Exame Fisico de entrada:

Exame ginecologico:

Ha Massa Pélvica Palpavel? 0 sim 0 nao

Se Existe Massa Palpavel esta é movel ou fixa? o0 mével o fixa
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Indicacao Cirurgica ho Ambulatoério:

1 Consulta: O sim 0O nao
Via Indicada: O Laparoscopia O Laparotomia
Motivo:

Apos Protocolo inicial (US+Ex Fis+ Marcadores):

O sim 0O nao

Via Indicada: O Laparoscopia O Laparotomia

Motivo:

IV. BIOMARCADORES

Amostra N° I |

1. CA 125: U/ml Data: / /
2. Mesotelina: nM Data: / /
3. HEA4: pM Data: / /
4. CEA: Data: / /
5. OUTROS: (Nome do Marcador) - Resultado

( ) Data: / /
( ) Data: / /
( ) Data: / /

( ) Data:
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V. DADOS ULTRASSONOGRAFICOS

Tumor
O ovariano O extra ovariano

O indeterminado

(duplicar ficha se houver mais de 1 tumor)

Ovario
O direito
O bilateral

O esquerdo

Medidas ovarianas:
Ovario direito:

L x A xT mm -
V= cc

O - nao visibilizado

Ovario esquerdo:

L x A xT mm —

V= cc

O - nao visibilizado

Medidas do tumor:

L XA xT mm - V= cc

Evidéncia de metastases:
O nao
Osim

Local

Descricao da tumoracao segundo
International Ovarian Tumor Analysis — IOTA (19)

O O Multilocular O Solido
O Cisto | O Unilocular |y ijocular Sélido
unilocular | Sélido
. ne=__ Parede externa:
Comp. sdlido
ne=__ O reqular
___mm
Comp. sdlido O irregular
__mm
Parede Interna do Cisto: O Lisa O Irregular
Ecotextura | O O Baixa OVidro | O O Mista
Anecoide | ecogenicidade | fosco Hemorragico
O Nao O Sim
Presenca de septo O Completo - mm
O Incompleto - mm
T . OLisa O Irregular  Numero
Prol_ggao sohsia O Sim Medidas da maior — base mm /
papilifera maior ou O Nio altura mm
igual a 3mm Fluxo na projecdao — [ Sim O Nao
Presenca de sombra acustica H Nao O Sim
O Nao O Sim
Presenca de ascite Volume de liquido em fundo de saco
posterior__ ml
Doppler TAMXYV - PS - IP - IR -
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indice do cor (IC) | O1 a2 a3 04

Classificacao da Tumoracao (21)

Critérios preditores de benignidade

O Cisto Unilocular. (B1)

O Presenca de componente solido cujo diametro maximo seja menor que 7 mm. (B2)
O Presenca de sombra acustica. (B3)

O Tumor multilocular com paredes lisas, medindo menos de 100mm. (B4)

O Auséncia de fluxo ao exame de dopplervelocimetria — IC = 1 (B5)

Critérios preditores de malignidade

O Tumor soélido irregular. (M1)

O Presenca de ascite. (M2)

O Presenca de quatro ou mais projecoes papilares. (M3)

O Tumor multilocular soélido irregular medindo mais que 100mm. (M4)
O Presenca de alto fluxo ao exame de dopplervelocimetria — IC = 4 (M5)

Classificagao segundo as “Regras Simples”
O Benigno
O Maligno

O Tumoragao nao classificavel nos critérios acima

Impressao subjetiva dos Examinadores O Benigno O Maligno

Dor ao exame de ultrassonografia:

O sim O nao
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TABELA DE US PARA CALCULO DO IRM (segundo Torres et al)

Tumor Ovario
O dnicoO multiplo O Direito O esquerdo O bilateral
Caracteristica Escore | Caracteristica Escore
O Unico ou multiplos cistos simples 0 O Cisto uni ou multilocular com 2
uniloculares com parede fina e regula parede fina e presenca de
irregularidade na parede ou septo
maior que 3mm
O Lesao sugestiva de cisto dermoide 0 O Cisto multilocular com parede 4
espessa e irregular (irregularidade
menor que 3mm) e/ou septo irregular
O Cisto multilocular com parede 1 O Cisto com irregularidade papilar 4
menor que 3mm lisa e regular maior que 3mm
O Cisto simples com parede espessa 1 O Lesao complexa com 5
(maior que 3mm) predominancia cistica ou sélida sem
irregularidade na superficie
O Tumor sdélido com parede 1 O Lesao complexa com irregularidade 10
hiperecogénica e bem definida na superficie menor que 3mm ou
parede irregular e mal definida
O Presenca de ascite associada 1 O Lesao solida heterogénea 10
O Presenca de processo expansivo 2

associado em parede abdominal
maior que 3mm

Evidéncia de metastases:

O nao

O sim: Presenca de processo expansivo em parede abdominal maior que 3mm

O sim: Presenca de lesdao em outros 6rgaos sugestiva de lesao metastatica (ex: nédulo hepatico)

O sim: Imagem sugestiva de linfonodomegalia intra-abdominal
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Calculo do indice de Risco de Malignidade (segundo Torres et al)

Escore ultrassonografico:

Dosagem sérica de CA-125= Ui/ml

MENOPAUSA: (M) Onao (M=1) Osim(ha anos) (M=3)

O histerectomizada (M)=3

INDICE DE RISCO DE MALIGNIDADE (Torres et al)IRM= Us x
M x CA-125= (total)

Calculo do indice de Risco de Malignidade (segundo Jacobs et al 1990)
(RMI 1)

Escore ultrassonografico (US) (somar pontos entre

parénteses): Se (US)=0; escore =0
>Lesao cistica multilocular (1) Se (US)=1; escore =1
>Area sélida (1) Se (US)=2 ou +; escore =3

>Leséo bilateral (1)
>Ascite (1)
>Lesédo sugestiva de metastase intra-abdominal (1)

Dosagem sérica de CA-125= Ui/ml
MENOPAUSA (M): O nao O sim ( ha anos) | Se nao (M)=1
O histerectomizada Se sim (M)=3

INDICE DE RISCO DE MALIGNIDADE (RMI 1)

RMI 1= (US) x (M) x (CA-125)= (total)

Calculo do indice de Risco de Malignidade (segundo Tingulstad et al
1996) (RMI 2)

Escore ultrassonografico (US) (somar pontos entre
parénteses): Se (US)=0 ou 1; escore =1
>Lesao cistica multilocular (1) Se (US)=2 ou +; escore =4
>Area sélida (1)
>Lesdao bilateral (1)
>Ascite (1)

>Lesdao sugestiva de metastase intra-abdominal (1)

Dosagem sérica de CA-125= Ui/mi




MENOPAUSA (M): O néo O sim ( ha anos) | Se nao (M)=1

O histerectomizada Se sim (M)=4

INDICE DE RISCO DE MALIGNIDADE (RMI 2)

RMI 2= (US) x (M) x (CA-125)= (total)

Calculo do indice de Risco de Malignidade (segundo Tingustad et al 1999)
(RMI 3)

Escore ultrassonografico (US) (somar pontos entre
parénteses): Se (US)=0 ou 1; escore =1
>Lesao cistica multilocular (1) Se (US)=2 ou +; escore =3
>Area sélida (1)

>Leséo bilateral (1)

>Ascite (1)

>Lesao sugestiva de metastase intra-abdominal (1)

Dosagem sérica de CA-125= Ui/ml
MENOPAUSA (M): O nao O sim ( ha anos) | Se nao (M)=1
O histerectomizada Se sim (M)=3

INDICE DE RISCO DE MALIGNIDADE (RMI 3)

RMI 3= (US) x (M) x (CA-125)= (total)
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Calculo do indice de Risco de Malignidade (segundo Yamamoto et al 2009)
(RMI 4)

Escore ultrassonografico (US) (somar pontos entre
parénteses): Se (US)=0 ou 1; escore =1
>Lesao cistica multilocular (1) Se (US)=2 ou +; escore =4
>Area sélida (1)
>Lesao bilateral (1)
>Ascite (1)

>Leséao sugestiva de metastase intra-abdominal (1)

Dosagem sérica de CA-125= Ui/ml

MENOPAUSA (M): O nao O sim ( ha anos) | Se nao (M)=1

O histerectomizada Se sim (M)=4
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Tamanho do tumor (S) Se < 7cm; (S) =1

Se27cm; (S)=2

INDICE DE RISCO DE MALIGNIDADE (RMI 4)

RMI 4=

(US) x

(M) x (S) x (CA-125)= (total)

ACOG Guideline: (Alto Risco se Positivo) Referir ao servico de oncologia

Pre-menopausa (<50 anos)
e CA-125>200 U/mL O Positivo
e Ascite
e Evidencia de metastase abdominal ou a distancia (pelo O Negativo
exame clico ou de imagem)
e Historia familiar de cancer de ovéario e/ou mama (em O Nao se
parente de 12 grau) aplica
Pos-menopausa (250 anos)
o CA-125535 U/mL O Positivo
e Ascite
e Massa pélvica nodular ou fixa O Negativo
e Evidencia de metastase abdominal ou a distancia (pelo
exame clico ou de imagem) O Nao se
e Histéria familiar de cancer de ovéario e/ou mama (em aplica
parente de 12 grau)




VI. PROCEDIMENTO CIRURGICO

Indicacdo Cirurgica no Centro Cirurgico:

Via Indicada:

O Laparoscopia 0O Laparotomia Motivo

Tumor Ovario
O anico O multiplo O Direito O Esquerdo 0O Bilateral
AMOSTRA OBTIDA POR:
O laparoscopia O laparotomia data / /
Duracao: Perda sanguinea estimada: (em ml)

Inventario da cavidade:

Cirurgia realizada:

Conversao imediata para laparotomia:
O Nao O Sim — Motivo:

Houve rotura do cisto no INTRA-OPERATORIO:
O Nao O Sim

SE HOUVE INSUCESSO NA EXERESE DO TUMOR POR LAPAROSCOPIA:

MOTIVO:

O- complicacao do ato anestésico (qual: )
O- aderéncias

O- tumor muito volumoso para abordagem intracavitaria

O- auséncia de tumor

O- presenca de tumor extraovariano

O- outro; qual:
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DIAS DE INTERNAGAO:

VIl. AVALIACAO POS-OPERATORIA

COMPLICACOES PRECOCES:

COMPLICACOES TARDIAS:

O Nao

O Nao

O Sim - Quais:

O Sim — Quais:
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VIIl. ANALISE HISTOPATOLOGICA
CONGELACAO: N¢°

RESULTADO:

PARAFINA: N¢

TAMANHO DA PECA 1 (AP): X X cm

TAMANHO DO TUMOR 1 (AP): X X cm

TAMANHO DA PECA 2 (AP): X X cm (se houver)

TAMANHO DO TUMOR 2 (AP): X X cm (se houver)

O BENIGNO O MALIGNO

TIPO HISTOLOGICO: Ulepitelial;

Ogerminativo;
Oestroma;
Omisto;

Onao se aplica;
Onao ginecologico

Diferenciacao histologica (se maligno):

O bem diferenciado / Gl

0 moderadamente diferenciado / Gli
O pouco diferenciado / Glll

O indiferenciado / Glll

Estadio Clinico-patolégico (se maligno): Ecp:

Ola; Olla; Ollla;
Olb; Olib; Ollib;
Oic; Olic; Olllc;

OlVa;

OIVb;

Onao se aplica;

Ometastase (IVde outro orgao)

OBSERVACOES




Anexo 2 - Carta de aprovacao do projeto no CEP — FCM/UNICAMP

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

® www.fcm.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html

CEP, 24/11/09.
(Grupo III)

PARECER CEP: N° 1092/2009 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto)
CAAE: 0849.0.146.000-09

I- IDENTIFICACAO:

PROJETO: “AVALIACAO DE BIOMARCADORES PARA DETECCAO DE TUMORES
MALIGNOS EM MULHERES COM TUMOR ANEXIAL”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Denise da Rocha Pitta Lima de Moraes/Sophie Frangoise
Mauricette Derchain

INSTITUICAO: CAISM/UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 11/11/2009

APRESENTAR RELATORIO EM: 24/11/10 (O formulério encontra-se no site acima)

II - OBJETIVOS

Avaliar a sensibilidade e especificidade do CA 125, HE4, mesotelina no diagnostico de
tumores malignos de ovario em mulheres submetidas a laparotomia por massa anexial associada
aos sintomas e fatores pessoais.

I1I - SUMARIO

Trata-se de um estudo clinico prospectivo para o qual serdo selecionados 93 casos
malignos, 149 casos benignos e 149 casos sem a doenga, totalizando uma amostra de 391casos.
O sangue periférico seré coletado em tubo seco de 10ml de maneira a termos amostra suficiente
para quantificagdo dos trés biomarcadores através de imunoensaio enzimatico. Os dados serdo
tabulados em planilhas eletronicas no programa Excel. A distribuigdo das varidveis de controle
nos grupos de estudo serd avaliada através de regressdo logistica. Serdo calculadas a
sensibilidade e especificidade, bem como seus intervalos de confianga em 95% (IC95%) para
cada um dos biomarcadores (¢ a combinagdo destes) na detec¢do dos tumores ovarianos em
diferentes pontos de corte. Serd usada a curva ROC (Receiver Operator Characterist) para a
determinagio dos melhores pontos de corte. Serd comparada as areas sob as curvas ROC para
cada marcador através do método ndo paramétrico de De Long.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

O projeto apresenta-se bem redigido, com metodologia adequada. Os critérios de
inclusdo, exclusdo e descontinuagdo dos sujeitos estdo bem definidos; célculo do tamanho
amostral e andlise estatistica muito bem embasados por calculos estatisticos. Os aspectos éticos
estdo bem discutidos no corpo do projeto € o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ¢
claro e adequado as recomendagdes. O orgamento ¢ detalhado e prevé encaminhamento para
agéncia de fomento.

Comité de Ltica em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187
13083-887 Campinas - SP cep@fcm.unicamp.br
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

® www.fem.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem
restrigdes o Protocolo de Pesquisa, o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, bem como
todos os anexos incluidos na pesquisa supracitada.

O conteudo e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e ndo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito 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 (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma cépia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apds andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item III.1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). 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.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente 8 ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também a mesma junto com o parecer aprovatério do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item I11.2.e)

Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na XI Reunifo Ordinaria do CEP/FCM, em 24 de novembro de 2009.

Profa. Dra. %ﬁ@énﬁilvig Bertuzzo
VICE-PRESIDENTE do COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187
13083-887 Campinas—SP cep@fem.unicamp.br
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Anexo 3 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO:

Avaliacao de biomarcadores para deteccio de tumores malignos em pacientes
com tumor anexial.

Achados Clinicos, ultrassonograficos e bioquimicos como preditores de
malignidade em mulheres com tumores anexiais.

Laparoscopia na abordagem inicial de tumores ovarianos.

Eu,Sra , atendida

no ambulatério de oncologia pélvica — ovario do Centro de Atencdo Integral a Satide da Mulher
(CAISM)-UNICAMP fui convidada a participar destas pesquisas por apresentar tumor na
pelve, dentro da barriga e podendo ter necessidade de cirurgia para saber se o tumor € maligno
ou benigno e para realizar o tratamento da minha doenca. Essas pesquisas t€m como objetivo
verificar se hd melhora na capacidade de classificar tumores de ovério em benignos e malignos
(cancer) antes da cirurgia. Para isso avaliaremos: 1) a dosagem no sangue das substancias
chamadas de marcadores tumorais, CA 125, mesotelina, HE4; 2) o exame de ultrassonografia;
3) a avaliacdo de varios sintomas e; 4) o indice de risco de malignidade; separados € em

conjunto.

Os critérios clinicos encontrados durante a consulta associados aos resultados dos
exames de ultrassonografia e CA 125 serdo utilizados para definicdo da conduta (observacao
do meu caso ou cirurgia) e se necessario da indicagdo médica do tipo de tratamento cirdrgico a
ser realizado que podera consistir em: videolaparoscopia (técnica cirirgica pouco invasiva, que
consiste na realizacdo de 3 ou 4 pequenos cortes) ou laparotomia (técnica cirirgica, que
consiste na realizacdo de um corte maior na barriga). A pesquisa ndo mudara em nada o

tratamento que seria feito com vocé se voce ndo participasse da pesquisa.

Sei que responderei a um questiondrio, com durac@o prevista de 20 a 30 minutos, com
perguntas sobre informacgdes pessoais. Essas perguntas serdo feitas pelos responsaveis pela
pesquisa, em uma unica entrevista, antes da consulta médica, em uma sala do ambulatério de
oncologia pélvica, ndo atrapalhando o meu atendimento. As fichas ficardo de posse do responsavel

pela pesquisa, que manterd o sigilo da fonte destas informag¢des, mantendo o meu anonimato.
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Sei que para este estudo serd realizada a coleta de uma amostra de sangue por puncao
venosa, semelhante a uma injecao na veia sendo aspirada pequena quantidade de sangue que ficara
armazenada no Laboratoério Clinico Especializado para quantifica¢ao das substancias chamadas
de marcadores tumorais: CA125, mesotelina e HE4. O exame de ultrassonografia serd
agendado ap6s a consulta no ambulatério de ovario e serd feito no setor de ultrassonografia do
CAISM que fica no andar térreo. Esse exame ndo d6i nem faz mal a saide e é realizado
passando-se gel e aplicando-se um aparelho sobre a pele do abdome, ou utilizando-se um
aparelho que € colocado no canal vaginal (ultrassom transvaginal), protegido por um condom
(camisinha), a critério do médico que realizard o exame. Para realizar este exame a Sra
permanecera deitada por cerca de 20 minutos.

Se for necessdria a realizacdo de cirurgia para diagndstico definitivo, tratamento e
estadiamento do meu tumor esta poderd ser realizada de uma das seguintes formas: 1)
videolaparoscopia ou; 2) laparotomia. Estas técnicas de cirurgia ndo sdo novas nem tampouco
experimentais, existem hd varios anos e suas técnicas e usos estdo consolidadas. Sua indicacdo
serd baseada em critérios clinicos bem estabelecidos. A cirurgia por videolaparoscopia consiste
em 3 ou 4 pequenos cortes na barriga de tamanho necessario a introducido de instrumental
cirirgico dentro da barriga o qual € usado para o tratamento do tumor tratando-se de técnica
considerada pouco invasiva com vantagens bem estabelecidas na recuperagdo das pacientes
apos a cirurgia e na reducdo do tempo de retorno as atividades habituais, porém € técnica mais
complexa , dependente de material especializado, e de realizagdo dificultada por fatores como
tumores de grande tamanho, aderéncias e outros. A laparotomia consiste em cirurgia com corte
extenso em pé, no meio da barriga para permitir o acesso ao tumor localizado dentro da barriga,
possui vantagens ao permitir manipulacao mais facil do tumor e ndo ser dependente de material
especializado, porém estd associada a mais dor no pds-operatdrio e recuperacao mais lenta e
maior demora no retorno as atividades habituais. Sempre que se propde cirurgia por
videolaparoscopia pode haver a necessidade de conversao para laparotomia a depender de
necessidade e avalia¢do do cirurgido no momento da realizag¢do da cirurgia.

S6 participarei da pesquisa intitulada “Laparoscopia na Avaliacdo Inicial de Tumores
Ovarianos” caso o0 médico que me atender, baseando-se em critérios clinicos e no resultado de
meus exames, indique a realizacdo de cirurgia por videolaparoscopia.

Fui esclarecida que a participacdo nestas pesquisas € totalmente voluntdria. Sei que
ndo serei paga para participar destes estudos. A nao aceitacio na participacao nas pesquisas
nao implicara na perda dos direitos iniciais rotineiramente oferecidos pelo hospital.

Aceitando participar, ndo terei privilégios adicionais no atendimento.



91

Os possiveis beneficios que essas pesquisas possam trazer ao tratamento de pacientes
com tumores ovarianos, sO poderdo ser utilizados apds o término das mesmas, portanto, estas
pesquisas ndo trardo nenhum privilégio ou beneficio imediato. Também ndo acarretardo

prejuizos.

Autorizo os responsaveis pelas pesquisas a examinarem meus registros médicos a fim
de verificar informagdes relacionadas aos objetivos das pesquisas, para que sejam anexados as

fichas de pesquisa. No entanto, os registros médicos serdo tratados confidencial e sigilosamente.

Tenho o direito de fazer perguntas para esclarecer minhas duvidas sobre minha
participacdo em qualquer momento da entrevista, podendo desistir de participar desta pesquisa
a qualquer momento, mesmo apés a realizacdo dos exames, sem nenhum prejuizo ou alteracao

no meu tratamento.

Em caso de duvidas ou esclarecimento, tenho o direito de telefonar para os
pesquisadores responsdveis, para a Dra Sophie Derchain, Profa Dra Pesquisadora orientadora
dos projetos no nimero (19) 3521-9305 ou para o Comité de Etica em Pesquisa da

FCM/UNICAMP no nimero (19) 3521-8936.

Paciente

RG

HC

Pesquisadores

Campinas, de de 20




