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para que nao perca a sua legibilidade|identidade.
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Caso a lombada tenha menos de 1,5 cm até 0,7 cm de largura o laoyut da mesma passa a ser aquele que consta
no lado direito da folha.
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Resumo

Apesar da sua baixa prevaléncia e incidéncia, o cancro do ovario (CO) é a principal causa de morte
do foro ginecoldgico. A sua detecdo precoce € importante, porque a taxa de sobrevivéncia global aos
5 anos pode atingir os 90% nos estadios iniciais (I-11) mas varia entre 0os 20 e 50% em estadios
avancados (I11-1V). O CA-125 ¢ o Unico marcador tumoral recomendado para o diagndstico de CO.
Embora apresente uma boa sensibilidade em estadios avancados, € pouco Util na identificacdo de
estadios precoces e sua distin¢do de condicGes ginecoldgicas benignas (GB), assim como na distingdo
dos subtipos histolégicos.

Com este estudo, avaliou-se a utilidade clinica dos marcadores CA-125 e HE4 (isoladamente,
combinados ou interpretados pelo algoritmo ROMA) em prever o risco de malignidade de uma massa
anexial e assim distinguir CO de GB. Foram avaliadas 45 mulheres com massa anexial (12 CO, 3
borderline e 30 GB) e 30 controlos saudaveis, recrutadas no Hospital Dr. Nélio Mendonca. Para os
marcadores tumorais e algoritmo ROMA, foram determinados os indices de sensibilidade,
especificidade, VPP, VPN e precisdo (ROC-AUC).

O CA-125 obteve a melhor sensibilidade (83,3%) e VPN (90,9%), seguido de combinagdo CA-125
ou HE4 (83,3% e 90,5%), ROMA (66,7% e 85,2%), combinacdo CA-125 + HE4 (50,0% e 82,4%) e
HE4 (50,0% e 81,8%). A combinacdo CA-125 + HE4 obteve a melhor especificidade (93,3%) e VPP
(75,0%), seguido do HE4 (90,0% e 66,7%), ROMA (76,7% e 53,3%), CA-125 (66,7% e 50,0%) e
combinacdo CA-125 ou HE4 (63,3% e 47,6%). O CA-125 obteve a melhor precisdo (AUC 0,878),
seguido do ROMA (AUC 0,875), combina¢do CA-125 ou HE4 (AUC 0,856) e HE4 (AUC 0,786).

Assim, o presente estudo corrobora uma utilidade clinica superior de CA-125 isolado, relativamente
a da utilizacdo de HE4 ou do algoritmo ROMA, na diferenciacdo de massas anexiais benignas de

malignas.

Palavras-chave: cancro do ovario, massa anexial, marcadores tumorais, CA-125, HE4, algoritmo
ROMA.



Abstract

The ovarian cancer (OC) is the leading cause of death from gynecological cancers despite its low
prevalence and incidence. Detecting this pathology in early stages is very important because overall
survival rates at 5 years may reach 90% in earlier stages (I-11) and varies between 20 and 50% in
advanced stages (I11-1V). The only tumor marker recommended for OC diagnosis is the CA-125
tumor marker. Although being a marker with good sensitivity in advanced stages, in early stages of
the pathology it’s very ineffective as well as it’s distinction of benign gynecological conditions (BG)
and distinguishing histological subtypes.

This study evaluated the clinical utility of CA-125 and HE4 markers (alone, combined or interpreted
by ROMA algorithm) in predicting the risk of malignancy of an adnexal mass and thus distinguish
OC from BG. During the process, 45 women were evaluated with adnexal mass (12 OC, 3 borderline
and 30 BG), and 30 healthy controls recruited from Dr. Nélio Mendonca Hospital. Tumor markers
and ROMA algorithm were determined with: sensitivity, specificity, PPV, NPV and precision (ROC-
AUC).

The CA-125 achieved the highest sensitivity (83,3%) and NPV (90,9%), followed by the combination
CA-125 or HE4 (83,3% and 90,5%), ROMA (66,7% and 85,2%), combination CA-125 + HE4 (50,0%
and 82,4%) and HE4 (50,0% and 81,8%). The combination CA-125 + HE4 had the highest specificity
(93,3%) and PPV (75,0%), followed by HE4 (90,0% and 66,7%), ROMA (76,7% and 53,3%), CA-
125 (66,7% and 50,0%) and the combination CA-125 or HE4 (63,3% and 47,6%). The CA-125
achieved the best precision (AUC 0,878), followed by ROMA (AUC 0,875), combination CA-125 or
HE4 (AUC 0,856) and HE4 (AUC 0,786).

Therefore, in the differentiation of benign from malignant adnexal mass, the present study confirms
a superior clinical utility for the CA-125 alone compared to the use of HE4 or even by ROMA
algorithm.

Keywords: ovarian cancer, adnexal mass, tumor markers, CA-125, HE4, ROMA algorithm
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1.Introducéo

1.1. Epidemiologia do cancro do ovario

Numa escala mundial, o cancro do ovario (CO) é a oitava neoplasia maligna mais comum entre as
mulheres e a terceira ginecoldgica, assumindo-se como a principal causa de morte do foro
ginecoldgico [1]. Em 2008, registou-se uma incidéncia de 225 mil casos de CO (6,3/100 mil
mulheres) e uma mortalidade de 140 mil casos de CO (3,8/100 mil mulheres) [1], sendo que apenas
37,7% das pacientes sobrevivem a doenca. A sua incidéncia é variavel nas diferentes regides do
mundo, sendo maior nos paises em desenvolvimento [1]. Embora possa surgir em mulheres de todas
as idades, o CO é uma doenca caracteristica da mulher pds-menopausa, em que 30% dos tumores do
ovario sao malignos, em contraste com apenas 7% na pré-menopausa [2], tendo a sua prevaléncia

méaxima em mulheres entre os 60-64 anos de idade [3].

Na Europa, o CO representa a quinta causa de morte de cancro em mulheres e € 0 segundo cancro
ginecoldgico mais comum, precedido apenas pelo cancro do utero [4]. Em 2012, a sua incidéncia
europeia foi de 65,5 mil casos (13,1/100 mil mulheres) e mortalidade de 42,7 mil casos (7,6/100 mil
mulheres), sendo estas taxas mais elevadas nos paises no norte da Europa. Portugal é o segundo pais

da unido europeia com menor taxa de incidéncia e mortalidade por CO [4].

Segundo os dados do Registo Oncoldgico Nacional, em 2010, foram apontados 484 novos casos
(8,8/100 mil mulheres), com maior prevaléncia entre os 75 e 79 anos (24,7/100 mil mulheres),
enquanto que a mortalidade verificada foi de 357 mulheres (6,5/100 mil mulheres) [5]. E assim a
décima neoplasia maligna mais comum, o terceiro do foro ginecoldgico e a sétima causa de morte de
cancro entre as mulheres portuguesas [5]. J& na Regido Autonoma da Madeira (R.A.M), a taxa de
incidéncia foi de 11,3/100 mil mulheres [5]. Até a data ndo existem dados quanto a mortalidade de
CO neste arquipélago. Segundo dados fornecidos pelo International Agency for Research on Cancer
(IARC), a taxa de sobrevivéncia no primeiro, terceiro e quinto ano apés o diagndéstico, em Portugal,
sdo de 14,5, 35,3 e 50,2%, respetivamente [6].
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1.2. Classificacao histopatologica dos tumores do ovario

Os tumores do ovario incluem um grupo extenso de neoplasias, com padr@es histopatoldgicas e
comportamentos bioldgicos variaveis. Consoante a sua localizacao e transformacao celular, podem
ser classificados em 3 categorias, nomeadamente o0s tumores das células germinativas, os tumores
dos corddes sexuais-estroma e os tumores epiteliais (Figura 1), sendo que cada categoria inclui um
nimero de subtipos histoldgicos. Os tumores que combinam dois ou mais subtipos histologicos
diferentes sdo designados por tumores mistos [2, 7]. Algumas (6-7%) das massas anexiais sdo ainda
metéstases de tumores primarios de outra localizacdo, mais comummente da mama, trato
gastrointestinal e do aparelho genital feminino [8]. Cada categoria é classificada ainda em trés
categorias de relevancia progndstica (benigno, baixo potencial maligno ou borderline e maligno),

com base no grau de proliferacdo celular e a presenca/auséncia de atipia nuclear e invasdo do estroma

9.

Ovario Tecido epitelial

Foliculo maduro

Tumores epiteliais

/
Tumores das células
germinativas

Tumores dos cordoes
sexuais — estroma

Figura 1 - Localizacdo ovarica dos tumores, consoante a sua categoria (Adaptado
de [10]).

Os tumores das células germinativas do ovario sdo neoplasias poucos comuns (3-7% dos tumores
malignos do ovario), mas sdo a categoria mais frequente (70%) entre as jovens nas primeiras duas
décadas de vida, sendo um ter¢co malignos [2, 7]. J& nas mulheres adultas a maioria destes tumores

sdo benignos. Os subtipos malignos mais comuns séo os disgerminomas, os teratomas imaturos e 0s
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tumores do seio endodérmico [7]. Os tumores dos cordBes sexuais-estroma (7% dos tumores malignos
do ovario) tém origem em células especializadas na produgdo de hormonas esteroides, estando assim
frequentemente associados a manifestacdes enddcrinas. S&o, no entanto, raramente malignos,
habitualmente diagnosticados nos estadios iniciais e entre 0s seus subtipos mais comuns estdo 0s

tumores da granulosa, os tecomas, os fibromas e os tumores de Sertoli-Leydig [7, 11].

Os tumores epiteliais, compostos por um ou Varios tipos de epitélio e uma quantidade variavel de
estroma [12], constituem a grande maioria dos tumores malignos do ovério (90%) [2, 7]. Os subtipos
histoldgicos do cancro epitelial do ovario mais frequentes sdo os tumores serosos (50-60%),

mucinosos (10-15%), endometridides (10-15%) e os tumores das células claras (2-5%) [12].

A maioria dos tumores epiteliais surgem de uma transformacdo metaplasica do epitélio do ovario,
derivado de tecido celémico, para epitélio do tipo mulleriano [9]. Esta transformacéo serve, por sua
vez, de base a classificacdo histologica dos tumores serosos, mucinosos e endometridides, consoante
as suas células se assemelhem as do epitélio de revestimento das trompas de Falopio, do epitélio
endocervical e do endométrio, respetivamente [9, 12] (Figura 2). Estes trés subtipos ocorrem
frequentemente em mulheres que ja se encontram na sexta década de vida. Aproximadamente metade
dos tumores mucinosos sao diagnosticados em estadios iniciais e alguns podem ainda assemelharem-
se ao epitélio do intestino [7]. O estudo de Cheng et al. [13], em ratinhos, sugere que a expressdo de
alguns genes HOX pode influenciar a iniciacdo tumoral destes subtipos histologicos. Hoxa9, Hoxal0
e Hoxall regulam a segmentacéo do trato reprodutor adulto, mas estdo silenciados no tecido epitelial
do ovério sendo que, quando anormalmente expressos, podem induzir uma transformacao epitelial
aberrante. Neste estudo, as células epiteliais que expressavam Hoxa9 desenvolveram tumores
papilares semelhantes aos tumores serosos, as que reativaram Hoxall originaram tumores mucinosos
e as que expressaram HoxalO formaram tumores endometridides. Contudo, 0 mecanismo percursor
que leva as alteracGes genéticas/epigenéticas ndo é conhecido a data [13, 14]. Os tumores das células
claras apresentam caracteristicas histopatoldgicas semelhantes as do carcinoma de células renais
(Figura 2), estando frequentemente associados as sindromes enddcrinas e hipercalcemia [12]. S&o

raramente benignos e diagnosticados na quinta década de vida da mulher [7].
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Trompa de Falépio Utero ———==%"
R

Tumor epitelial
do ovario

Seroso Endometridide Mucinoso Células claras

Figura 2 - Subtipos histol6gicos mais frequentes do tumor epitelial do ovério (Adaptado de [15]).

Os tumores borderline apresentam caracteristicas histopatolégicas e comportamento bioldgico
intermédio entre os tumores benignos e malignos [12, 16]. Este grupo foi classificado pela Federacéo
Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO) em 1971 como tumores de baixo potencial de
malignidade e, dois anos mais tarde, foi aceite pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) como
tumores borderline [16]. Estes tumores, comparados com 0s benignos, apresentam um maior grau de
proliferacéo celular epitelial com existéncia de atipia nuclear. N&o apresentam invaséo destrutiva do
estroma, sendo esta a caracteristica que os diferencia dos tumores malignos [2, 8, 16, 17].
Representam cerca de 10 a 20% dos tumores epiteliais do ovario e 0s seus subtipos mais comuns sdo
0 Seroso e 0 mucinoso (53-65% e 32-42%, respetivamente) [17]. Na sua grande maioria comportam-
se como tumores benignos, sendo que apenas 10-15% mostram capacidade de invadir e metastizar
[12, 16]. Sdo mais frequentes em mulheres mais jovens, com idade média no diagnéstico de 45 anos,
quando comparados com os tumores epiteliais malignos [12]. O progndstico é bom, atingindo uma

taxa de sobrevivéncia aos 5 anos de 86-100% [16].
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Os tumores epiteliais sdo também classificados de acordo com o seu grau de diferenciacdo celular,
relativamente ao tecido normal do ovério: tumores bem diferenciados (G1); pouco diferenciados
(G3); moderadamente diferenciados (G2), que apresentam caracteristicas entre G1 e G3 [12].

Os avancos na biologia molecular objetivam uma melhor percecéo de que o CO inclui um grupo de
neoplasias com eventos moleculares e comportamentos bioldgicos distintos. O modelo proposto por
Kurman e Shih [18] classifica os tumores epiteliais em 2 entidades distintas, designados tipo I e tipo
I1. Os tumores do tipo | sdo 0s menos comuns, apresentam muta¢es soméaticas em KRAS, BRAF,
PTEN e p-catenina, mas ndo tém instabilidade cromossémica. Provém essencialmente de tumores
borderline e evoluem de forma lenta para carcinomas serosos de baixo grau (G1), endometriodides, de
celulas claras, mucinoso e transicionais. Por serem detetados nos seus estadios iniciais, S&0 menos
letais. Por outro lado, os tumores do tipo Il caracterizam-se por uma elevada frequéncia de mutacdes
somaticas no gene TP53 e por apresentarem instabilidade cromossémica. Sdo principalmente
representados pelos carcinomas serosos de alto grau histologico (G2 e G3), sendo mais agressivos e

metastizam rapidamente, pelo que na sua maioria sdo detetados ja em estadios avancgados [18, 19].

1.3. Etiologia e fatores de risco do CO

A etiologia do CO, de origem epitelial, é ainda pouco compreendida, sendo que as principais
hip6teses sobre as etapas que antecedem o seu aparecimento baseiam-se em observacGes
epidemiolégicas. No inicio dos anos 70, Fathalla e o seu grupo de trabalho sugeriram que a ovulagéo
incessante causa microtraumas recorrentes no epitélio do ovario e que, na renovacao celular para a
sua reparacdo, ocorrem alteracGes genéticas que conduzem a transformacdao maligna [20]. Alguns
anos mais tarde, foi apontado que a formacéo de quistos de incluséo que permanecem quiescentes no
estroma ovarico mas que, sob estimulacdo excessiva de androgénios, estrogénios e gonadotrofinas
pituitarias (Folicule Stimulating Hormone (FSH) e Luteinizing Hormone (LH)), podem levar a
transformacédo maligna [21]. Contudo, os mecanismos moleculares subjacentes no desenvolvimento

do CO nestas duas hipdteses permanecem ainda por esclarecer [22].

Estas hipdteses sdo suportadas pelo estudo de fatores de risco, observando-se que o risco de CO
diminui com a reducdo do namero de ciclos ovulatérios [15, 23] como a gravidez (reducdo de risco
de 26%) [24], a amamentagéo (reducdo de 30%) [25] e o uso de contracetivos orais [26]. No caso
destes Gltimos, o risco de CO € reduzido em 50% com o uso de contracetivos orais por mais de 10

anos, alem do que existem evidéncias de que quanto mais cedo a mulher iniciar a contracecéo oral,

15



menor sera o risco de desenvolver CO [26]. Por outro lado, a menarca precoce, a menopausa tardia e
a nuliparidade contam com mais episddios de ovulacédo, pelo que séo sugeridos como fatores de risco
para CO [12].

O hipergonadotrofismo, também observado na menopausa, em tratamentos de infertilidade (RR=
3,63, 1C95%: 1,36-9,72, p=0,001) [27] e em mulheres com sindrome do ovario policistico, assumem-
se como fatores de risco para o CO [22, 28]. O sindrome do ovario policistico afeta 5-8% das mulheres
em idade fértil e é a causa mais comum de infertilidade e hiperandrogenismo, tendo as mulheres o
dobro do risco de desenvolver CO [29, 30]. Um estudo demonstrou que o aumento de circulagéo de
androgénios enddgenos tem um risco acrescido para os tumores do tipo | (ORI0g2=1,99, 1C95%: 1,18-
3,35, ptrend=0,010) [31]. A obesidade, associada ou ndo ao sindrome do ovario policistico, também
parece representar um papel no aumento do risco de CO [30, 32]. Um estudo meta-analitico [33]
reportou que mulheres com IMC superior a 28,4 Kg/m? apresentam um risco significativo de
desenvolver CO (RR=1,07, 1C99%: 0,99-1,16, p<0,001) e que este aumenta a cada 5 Kg/m? que
acresgam, com risco acrescido para os carcinomas endometridide (8%) e mucinoso (12%), e para 0s
tumores borderline serosos (29%) [33, 34]. O tecido adiposo é a principal fonte de estrogénio
enddgeno nas mulheres pds-menopausa, e sdo responsaveis pela producao de fatores de crescimento
gue promovem 0 crescimento tumoral, através da angiogénese [34]. Uma meta-anélise [35] de 52
estudos demonstrou que a terapéutica hormonal de substituicdo (THS), quer com estrogénios isolados
ou associados a progestagénios, aumenta o risco de CO dos subtipos histolégicos seroso (RR=1,53,
IC95%: 1,40-1,66, p<0,001) e endometridide (RR=1,42, 1C95%: 1,20-1,67, p<0,001), sobretudo se
mantida por um periodo superior a 5 anos, mas o risco diminui com a cessacao da terapia [35]. Ja 0s
resultados do estudo da Women’s Health Initiative (WHI) [36], revelaram um risco absoluto de 42
casos em cada 100 mil mulheres associado ao uso da THS combinada, mais que 15 casos em cada

100 mil mulheres em relagédo ao grupo que néo realizou esta terapia hormonal.

A inflamacédo, que se observa em microambientes de constante regeneracdo celular e que podera
favorecer os danos genéticos, tem sido sugerido como um fator que predispde para CO. A propria
ovulacdo induz uma resposta inflamatdria, desde a rutura do epitélio do ovario até a sua reparacao
[28, 37], e as células epiteliais do ovario estdo constantemente expostas a varias moléculas pro-
inflamatdrias presentes na cavidade peritoneal [38]. Esta hipdtese foi também baseada no aumento
da incidéncia do CO em condicdes inflamatorias, como a endometriose (risco 69% superior para CO
endometridide e 13,5% superior para CO de células claras) [39, 40] e doenca inflamatdria pélvica
(OR=1,36, 1C95%: 0,91-2,02, ptrend=0,007) [41]. Adicionalmente, a histerectomia e a laqueacao das
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trompas diminuem o risco de CO possivelmente devido a reducéo da exposicao do ovario a moleculas

pré-inflamatorios [37-39].

Segundo alguns autores, a maior parte dos tumores do ovario sdo tumores originarios de outras
regides pélvicas, envolvendo secundariamente os ovarios [19]. O estudo das trompas de Faldpio em
mulheres submetidas a uma salpingooforectomia profilatica, por risco genético, demonstrou a
presenca de celulas neoplasicas na porcdo terminal das fimbrias, mas ndo nos ovarios [42, 43]. No
momento da ovulagdo, quando as fimbrias entram em contacto com o ovario para receber o 6vulo, as
celulas neoplésicas presentes nas suas extremidades podem ser transferidas para a area do epitélio do
ovario lesada pela ovulagdo. Estas células podem formar quistos de inclusdo, com posterior
transformacé@o maligna [19], e constituirem assim a lesdo percursora dos carcinomas serosos, cujas
celulas se assemelham ao epitélio de revestimento das trompas de Faldpio [19, 42]. Por outro lado, a
andalise molecular dos subtipos histol6gicos endometridide e de células claras evidenciou anomalias
genéticas semelhantes (KRAS e PTEN) aquelas encontradas na endometriose, podendo esta ser a leséo
pré-maligna destes 2 subtipos [38]. No entanto, os mecanismos pelos quais estas duas patologias se
associam continuam por elucidar. Este novo paradigma leva a crer que os tumores dos corddes
sexuais-estroma e das células germinativas sao os Unicos tumores primarios do ovario enquanto 0s
tumores epiteliais sdo, na sua grande maioria, tumores secundarios. Isto implicara mudangas nas
estratégias de diagnostico e de prevencdo para o CO, como por exemplo, a substituicdo da
ooforectomia profilatica pela salpingectomia profilatica, preservando-se assim a funcdo ovarica da
mulher [44].

Embora a maior parte dos casos de CO sejam de natureza esporadica, parece existir uma componente
hereditaria de risco em aproximadamente 10% das pacientes [23]. As mulheres com mutacoes
germinais em BRCA1 e BRCA2, genes associados ao sindrome HBOC (Hereditary Breast and Ovary
Cancer) tém, respetivamente, um risco 39-46% e 12-20% superior de vir a desenvolver CO, quando
comparadas com mulheres que ndo herdaram estas alteracGes genéticas. Os subtipos histoldgicos
seroso e endometridide sdo os mais comummente associados a mutagdes nos genes BRCA1 e BRCA2
[45]. As mulheres com sindrome de Lynch (cancro hereditério ndo polipdide do c6lon), com mutacoes
em genes de reparacdo de erros de DNA [23, 45-47] tém um risco 12-15% superior de desenvolver
CO [47].

Em mulheres com suspeita de risco genético é recomendado o aconselhamento genético, para analise
da historia familiar completa, adequada avaliacdo do risco individual e da necessidade do estudo
genético para eventual genotipagem das variantes genéticas [48, 49]. O uso de contracetivos orais

parece reduzir o risco em 36,0% em mulheres portadoras de mutacbes BRCAL1 e BRCA2 [50]. A
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lagueacdo das trompas na populagdo em geral e em mulheres portadoras de mutacbes BRCAL, esta
associada a uma reducéo de risco de 34,0% e 57,0%, respetivamente [32]. Em situagdes de risco
elevado é recomendada a cirurgia (ooforectomia) profilatica [48], ndo existindo, no entanto, um
consenso em relacdo a idade em que devem realiza-la. Um estudo prospetivo [51] realizado durante
16 anos, sugere que as mulheres com mutac6es no gene BRCA1 vém o seu risco reduzido em 80,0%
caso realizem a cirurgia até os 35 anos. Se adiada a cirurgia até aos 40 ou 50 anos, 0 seu risco aumenta
em 4,0% e 14,2%, respetivamente. Por outro lado, as mulheres com mutagdes no gene BRCA2 podem
retardar esta cirurgia até aos 40 anos, uma vez que ndo leva a um aumento do risco. Este estudo

demonstrou uma reducdo de 77,0% na mortalidade global com a realizacdo da ooforectomia [51].

1.4. Diagndstico de CO

O diagndstico precoce do CO revela-se dificil, dada a auséncia de sinais e sintomas especificos nos
estadios iniciais. Mais de trés quartos dos casos sdo diagnosticados em estadios avancados (111-1V)
[52] sendo a resposta ao tratamento nesta fase da patologia insatisfatoria, estando associada a uma
taxa de sobrevivéncia global aos 5 anos muito baixa (18,6-46,7%) [53]. Por outro lado, a detecdo em
estadios iniciais (I-11) esta associada a um bom prognostico, especialmente se os doentes forem
tratados por uma equipa médica com treino em Ginecologia Oncoldgica [54] em que a taxa de
sobrevivéncia global aos 5 anos atinge os 71,4-89,6% [53]. Considerando-se o dificil diagnostico e o
mau prognostico para 0s casos avancados, nos Ultimos anos tem crescido o interesse na procura de
novos biomarcadores e métodos de diagndstico precoce e de rastreio para esta neoplasia, na tentativa
de melhorar a taxa de sobrevivéncia. A validade destes testes de diagndstico € baseada de acordo com
a sua finalidade, sendo avaliados pelo seus indices de sensibilidade, especificidade, valores preditivos
positivo e negativo (VPP, VPN), e razbes de verosimilhanca positiva e negativa (LH+, LH-),
comparando os resultados com o teste de referéncia (gold-standard). A sensibilidade e a
especificidade definem a proporcéo de doentes e individuos que ndo tém a doenca, que apresentam
um resultado positivo (verdadeiros positivos) ou negativo (verdadeiros negativos) num teste,
respetivamente. O valor preditivo consiste na probabilidade da presenca da doenca quando o teste é
positivo (VPP) ou da auséncia de doenca quando o teste é negativo (VPN). A razdo de verosimilhanca
é a razdo entre a probabilidade de um determinado resultado do teste em doentes e a probabilidade

do mesmo resultado em individuos que ndo tém a doenca [55].
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Nos estadios iniciais de CO, os sinais e sintomas sdo raros e quando presentes, sdo comuns a
patologias do trato urinario e gastrointestinal, como dor e distensdo abdominal, urgéncia/ frequéncia
miccional e desconforto pélvico [46, 56]. A falta de sintomologia especifica nos estadios iniciais
pode-se dever a localizagcdo anatomica dos ovarios, tendo o tumor espaco para progredir de forma
assintomatica [15]. O exame pélvico apresenta uma baixa capacidade em identificar massa anexiais,
sobretudo em mulheres com indice de massa corporal (IMC) superior a 30kg/m? [57]. Estima-se que
apenas 1 em cada 10 mil mulheres assintomaéticas, é detetado uma massa anexial durante um exame
pélvico de rotina [56]. N@o obstante, ao longo dos ultimos anos temos vindo a observar um

consideravel numero de estudos para a detecédo precoce do CO baseada em sinais e sintomas [58-67].

A revisao sistematica de Bankhead et al. [61] demonstrou que pelo menos 93% das mulheres com
CO apresentaram algum tipo de sintomatologia antes do diagndstico, independentemente do estadio.
Nos estadios iniciais, apesar de uma grande proporcdo de mulheres assintomaticas, os sintomas do
foro ginecologico e a presenca de massa pélvica sdo os mais frequentemente relatados. Nos estadios
avancados, prevalecem os sintomas gastrointestinais, a fadiga, a distensdo abdominal e alteracGes do
peso corporal. Quando comparados os relatos de mulheres com tumores borderline e CO, a dor
pélvica (66 vs. 71%, p<0,050) e as alteracOes intestinais (35 vs. 47%, p<0,010) sdo mais comuns na

neoplasia maligna.

No estudo de Lurie et al. [66] em que se relacionou a sintomatologia com o tipo histolégico e estadio
do tumor, os sintomas intestinais, a distensdo abdominal e as metrorragias sao relatados com maior
frequéncia por mulheres com tumor seroso (47%), mucinoso (60%) e endometridide (19%),
respetivamente. Nos estadios iniciais de CO seroso, 0s sintomas tém uma duracao significativamente
mais longa (16,2 vs. 7,3 meses, p=0,004), comparativamente aos estadios avancados. No CO

mucinoso verifica-se o inverso (6,1 vs. 20,6 meses, p=0,009).

Goff et al. [64] desenvolveu um indice diagnostico designado por “symptom index” (SI) e que se
baseia na frequéncia e duracdo dos sintomas: dor pélvica/abdominal, distensao/inchaco abdominal e
dificuldade em comer/sensacdo de saciedade. O Sl é considerado positivo se, num periodo inferior a
1 ano, pelo menos um dos sintomas ocorrer e persistir por mais de 12 dias por més. Incluindo tumores
borderline, este indice identificou corretamente 56,7% das mulheres em estadios iniciais e 79,5% em
estadios avancados de CO. Em mulheres com idade superior a 50 anos, o SI obteve uma sensibilidade
e uma especificidade de 66,7% e 90,0%, respetivamente, e em mulheres mais jovens obteve uma

sensibilidade e uma especificidade de 86,7%.
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Em mulheres com suspeita clinica de CO, a avaliacdo deve ser aprofundada com meios
complementares de diagndstico, como sejam exames imagioldgicos e o doseamento de marcadores
séricos [57, 68]. A ressondncia magnética (RM) é o exame imagiolégico que apresenta melhor
resolucdo de imagem, mas devido ao seu elevado custo, a ecografia € a primeira técnica de imagem
utilizada para a avaliacdo de massas anexiais [57, 69, 70]. Em geral, a ecografia apresenta uma boa
sensibilidade e VPN (73-100%, para ambos) mas, quando usada isoladamente, apresenta uma
especificidade (40-73%) e VPP (24-85%) relativamente baixa em relacdo aos outros exames de
imagem (Tabela 1) [68, 71-75].

Tabela 1 - Sensibilidade, especificidade, VPP e VPN, dos exames de imagem em estudos
selecionados.

Estudo Exame de imagem N Sensibilidade Especificidade VPP VPN
(%) (%) (%) (%)
[68] Ecografia transvaginal 95 90 73 62 94
[71] Ecografia transvaginal 92 60 24 98
RM 99 83 84 42 97
TEP 58 76 25 93
Combinagdo dos trés 92 85 46 99
exames
[72] Ecografia transvaginal 85 73 85 73
RM 93 89 86 98 89
[73] Ecografia transvaginal 100 40 53 100
RM 2 97 84 80 97
[74] Ecografia transvaginal 125 73 59 - -
RM 136 100 80 - -
TC 23 87 16 - -
[75] Ecografia transvaginal 90 61 80 78
TEP/TC 50 87 100 100 81

RM-= ressonéncia magnética; TC= tomografia computadorizada; TEP= tomografia por emisséo de positrdes;
“-“ndo determinado.

1.4.1. Marcadores tumorais

Um marcador tumoral é uma substancia biol6gica que passa a ser produzida ou é produzida em maior
quantidade pelas células tumorais ou por outras células do organismo, em resposta a presenca e/ou
atividade das células tumorais, passivel de ser detetado e doseado no tecido tumoral, no sangue
periférico ou outros fluidos bioldgicos [76, 77]. Como tal, assume um papel importante na préatica
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clinica de um cancro, ndo s6 no diagnostico como na monitorizagéo clinica e terapéutica. Em teoria,
para além de apresentar indices elevados de especificidade, sensibilidade, VPP e VPN, um marcador
tumoral ideal devera ser produzido por todos os tumores da mesma linhagem celular, apresentar
niveis proporcionais a dimenséo do tumor, ter a capacidade de antecipar recidivas e ser avaliado por

métodos ndo invasivos ou pouco invasivos [76].

Entre os varios marcadores tumorais estudados, o0 CA-125 (Carbohydrate Antigen 125 ou Mucin-16,
UniprotKB: Q8WXI7) continua a ser o principal biomarcador para o diagndstico, prognostico,
resposta a terapia e monitorizagcdo de recidivas do CO [78, 79]. Esta glicoproteina de alto peso
molecular (>200kD) foi descoberta em 1981 por Robert Bast, ap6s o isolamento e identificacdo do
anticorpo monoclonal OC125 no liquido ascitico de um doente com cistoadenocarcinoma papilar do
ovario [80]. Em termos estruturais, € composta por 3 dominios: i) dominio C-terminal intracelular
(284 residuos, com local de clivagem proteolitica); ii) dominio N-terminal extracelular (12 000
residuos); iii) dominio intermédio (60 unidades repetitivas de 156 residuos cada, ao qual se associam
O- e N-glicanos) (Figura 3) [81-84]. O primeiro ensaio laboratorial desenvolvido para a identificacdo
do CA-125 baseava-se na utilizagdo do anticorpo monoclonal OC125 como anticorpo de captura e
detecdo [85]. Uma segunda geracdo de testes utiliza OC125 como anticorpo de detegéo e o anticorpo
monoclonal M11, com um epitopo distinto de CA-125 (Figura 3), como anticorpo de captura [86],

permitindo-lhe uma maior sensibilidade e precisdo intra e inter-ensaio [87-90].

N- Terminal

Possivel localizagdao do epitopo \
/ CA-125 \

Tandeam Repeat

Figura 3 - Estrutura da molécula de CA-125. O modelo mostra os 3 dominios principais e a possivel
localizag&o do epitopo de CA-125 numa unidade de repeticdo (Adaptado de [83]).
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Embora a sua funcdo fisioldgica no organismo humano ndo seja ainda conhecida, a semelhanca
estrutural com outras mucinas sugere que exerca uma agdo protetiva na superficie das mucosas, ao
formar uma barreira lubrificante contra particulas e agentes infeciosos [84]. CA-125 é encontrado no
liquido amniotico, no epitelio celomico fetal e seus tecidos derivados (células mesoteliais da pleura,
peritoneu e pericardio), no tecido mulleriano (epitélio das trompas de Falopio, endométrio e
endocervical) [91] e nos epitélios da superficie ocular e trato respiratorio superior [81]. O CA-125
ndo é expresso no tecido epitelial da superficie de ovérios saudaveis [81, 91].

Baseado na distribuicdo dos valores de CA-125 em individuos saudaveis, de onde apenas 1% tiveram
valores acima dos 35 U/mL e 99,8% tiveram valores abaixo dos 65 U/mL, o seu valor de cut-off para
o diagndstico clinico de CO foi definido em 35 U/mL [85]. O CA-125 encontra-se elevado em 80%
das mulheres com CO, no entanto, a sua sensibilidade depende do tipo histoldgico e estadiamento do
tumor [57, 92, 93]. De acordo com os dados da literatura, a sensibilidade de CA-125 é maior nos
estadios avancados que nos estadios iniciais, uma vez que nos estadios avancados encontra-se
elevado, em média, em 90% dos CO, variando entre 0s 84-92%, e nos estadios iniciais, entre 0s 44-
66% [94]. O facto de CA-125 encontrar-se elevado, em média, em apenas 50% das mulheres em
estadios iniciais, faz com que a sua utilidade para detetar CO em estadios precoces seja questionavel
[57, 92, 93]. Para os subtipos histoldgicos, a sensibilidade é maior para os subtipos seroso (68-94%)
e endometridide (92%) quando comparados com 0s subtipos mucinoso (52-68%) e células claras
(61%) [95].

A especificidade de CA-125 encontra-se comprometida por certas condi¢des ginecoldgicas benignas
(GB) (endometriose, miomas e quistos de ovario) [93, 96, 97], condi¢cbes ndo ginecoldgicas
(insuficiéncia renal, hepética e cardiaca congestiva) [96-98], condicdes fisioldgicas (menstruacéao e
gravidez) [93, 96] e condi¢bes ndo ginecoldgicas malignas (carcinomas do pancreas e pulméao) [79,
93, 97, 98], que podem elevar os niveis séricos de CA-125 e resultam em falsos-positivos. A
especificidade de CA-125 varia entre 0s 71-86% quando incluidas mulheres com tumores benignos,
caindo para 0s 62% quando incluidos outras condi¢Ges malignas [95].

O uso combinado do doseamento sérico de CA-125 e a ecografia melhora a eficacia diagndstica sendo
que, mulheres com niveis alterados de CA-125 e a dete¢do de uma massa anexial tém um VPP de
78% e um VPN de 97%, com uma sensibilidade e especificidade de 96% e 80%, respetivamente [99],
e em apenas mulheres pds-menopausa, ttm um VPP, VPN, sensibilidade e especificidade de 89%,
96%, 95% e de 91%, respetivamente [100]. A combinacdo do SI com o doseamento sérico de CA-

125 permite obter uma sensibilidade e uma especificidade de 89% e 84%, respetivamente [101].
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Segundo os guidelines da National Institute for Health and Clinical Excellence (NICE), é
recomendado o doseamento dos niveis séricos de CA-125 e uma ecografia pélvica como teste de
segunda linha, em mulheres que apresentam 0s seguintes sinais e sintomas de forma frequente ou
persistentes, particularmente por mais de 12 dias por més: perda de apetite; distensdo e dor abdominal;
miccdo urgente e frequente; fadiga; distarbios intestinais e perda de peso [102]. No entanto, o
diagndstico é histoldgico, com colheita do material por laparotomia, laparoscopia ou imagiologia de
intervencdo, apds estudo imagioldgico revelando uma massa anexial suspeita [103].

As limitagOes evidenciadas para CA-125 tém levado ao estudo de outros biomarcadores que possam
complementa-lo ou substitui-lo, e de onde 0 HE4 (human epididymis secretor protein 4 ou WFDC2,
WAP four-disulfide core domainprotein 2, UniprotkKB: Q14508) tem sido visto como o mais

promissor na detecéo precoce do CO [104].

O HE4, glicoproteina de baixo peso molecular (13kD) e codificada pelo gene WFDC2, foi
identificado em 1991 por Kirchhof et al. no epitélio do epididimo distal [104, 105]. Em termos
estruturais, 0 HE4 é composto por uma cadeia polipeptidica de 124 residuos com dois dominios
WFDC, sendo cada dominio composto ainda por 50 residuos, sendo 8 delas de cisteina formando
assim 4 ligacOes de dissulfeto [106]. Tal como CA-125, a sua funcdo fisioldgica ndo é totalmente
conhecida, embora a evidéncia experimental ao nivel da proteina sugira uma acdo de largo espectro
como inibidor de proteases envolvida, por exemplo, na espermatogénese [104-106]. O HE4 é
normalmente expresso e secretado pelos tecidos do sistema reprodutivo e pelo epitélio do trato
respiratério, sendo que os seus niveis podem ser detetados no soro e em outros fluidos biolégicos
[107].

A sua aplicacdo no diagnéstico de CO foi avaliada por Hellstrom et al. [104], que demonstrou um
aumento da sua expressdo sérica em CO quando comparado com mulheres saudaveis. A data ndo
existe consenso quanto aos valores de cut-off a aplicar aos niveis séricos de HE4 para diagndstico de
CO pelo que, mesmo com a utilizacdo dos mesmos métodos de ensaio, o cut-off tem variado entre
33,2-150 pmol/L em diferentes estudos [108, 109]. Para além disso, varios autores recomendam a
interpretacdo do HE4 a diferentes cut-offs, de acordo com o estado de menopausa [105]. Num
intervalo de cut-off de 30-150 pmol/L, e com a utilizacdo de diferentes métodos de ensaio, este
marcador apresenta uma sensibilidade entre 61-69% em estadios iniciais da doenca e de 84-90% em
estadios avancgados [110]. No entanto, a sua sobreexpressdo encontra-se limitada a certos subtipos
histoldgicos [111, 112], principalmente aos subtipos serosos, endometridide e células claras, ndo
sendo sobreexpresso no subtipo mucinoso [111]. O HE4 apresenta também niveis séricos aumentados

em algumas condicdes fisiologicas (gravidez e poés-menopausa) [105, 113], condi¢bes néo
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ginecologicas (insuficiéncia renal crénica) e outras condi¢cbes malignas (cancro do endométrio,
pancreas e pulmao) [98]. Quando incluidos tumores benignos, a sua especificidade encontra-se entre
0s 90-96% [94].

Embora ndo haja consenso, a maioria dos estudos refere que a utilizacdo combinada de CA-125 e
HE4 aumenta a especificidade e mantém ou aumenta a sensibilidade para o diagnostico de CO [92,
107, 114, 115]. No entanto, a revisdo sistematica em Ferraro et al. [108] sugere que sejam
desenvolvidos mais estudos para avaliar a capacidade do HE4, isoladamente ou combinado, na
detecdo de estadios precoces de CO e distingdo de subtipos histologicos, assim como no contexto da

faixa etaria p6s-menopausa, de maior risco.

1.4.2. Indices de malignidade

Estima-se que, durante a sua vida, 5-10% das mulheres irdo ser submetidas a um procedimento
cirargico por massa anexial suspeita de CO mas destas, apenas 13-21% revelar-se-ao malignas [116].
Desta forma, torna-se de grande importancia encontrar um método fiavel para diferenciar estas
situacOes, evitando-se cirurgias desnecessarias e reduzindo-se as complicacGes pos-operatorias e a
morbilidade cirdrgica em casos de baixo risco, que devem ter conduta expectante ou conservadora.
Por outro lado, nos casos de CO com massas anexiais imagiologicamente nao suspeitas e com baixos
niveis de CA-125, o seu diagnostico pode ser atrasado devido a uma menor prioridade de

atendimento.

O indice de risco de malignidade (IRM), descrito por Jacobs nos anos 90 [117], é o mais utilizado
para a triagem de mulheres com massa anexial [102]. Este indice baseia-se no produto dos valores
séricos de CA-125 com o valor atribuido aos achados da ecografia (com o valor méximo (3) a
corresponder a presenca de pelo menos 2 achados) e estado de menopausa, com o valor de cut-off
superior a 200 ser indicativo de alto risco de malignidade [117]. O IRM apresenta uma sensibilidade
entre 75,0-85,0% e uma especificidade entre os 85,0-89,0%, com VPN e VPP a variar entre os de
93,0-95,0% e 55,0-63,0%, respetivamente [118]. Em 2009, Moore et al. [119] propds o calculo do
algoritmo ROMA (Risk of Ovarian Malignancy Algorithm), com base na quantificacdo dos
marcadores CA-125 e HE4 associada ao estado de menopausa. A sensibilidade e especificidade do
ROMA encontradas por este autor foram de 76,5% e 74,8% na pré-menopausa e 92,3% e 74,7% na
pOs-menopausa, respetivamente. Os VPN e VPP foram de 95,0% e 33,8% no grupo pré-menopausa

e 92,6% e 74,0% na pOs-menopausa, respetivamente [119]. O ROMA revela-se um método mais

24



fiavel que o IRM, pois é reprodutivel entre laboratorios e ndo precisa de dados ecograficos que sao
utilizador-dependentes [119], apresentando, no geral, uma melhor sensibilidade, porém uma menor
especificidade (Tabela 2) [120-124].

Tabela 2 - Sensibilidade, especificidade, VPP e VPN do IRM e ROMA, em estudos selecionados.

Estudo indice de N Sensibilidade Especificidade VPP VPN
malignidade (%) (%) (%) (%)
[120] IRM 457* 84,6 75,01 59,7 89,3
ROMA 94,3 75,01 62,3 93,6
[121] IRM 374* 76,0 92,4 87,0 85,2
ROMA 84,7 76,8 71,0 88,2
[122] IRM 1061 94,4+/96,0 81,5/75,0% - -
ROMA 94,4+/94,8 76,5/75,0% - -
IRM 128* 80,6 65,6 72,0 75,5
[123] ROMA 91,0 42,6 63,5 81,3
IRM 111 88,0 65,6 67,7 87,0
ROMA 94,0 42,6 57,3 89,7
[124] IRM 103 75,5 75,0% - -
ROMA 78,9 75,01 - -

* incluem tumores borderline no grupo CO; T sensibilidade fixada em 94,4%; § especificidade fixada em 75,0%;
“-“ndo determinado.

No entanto, a meta-analise de Li et al. [125] sugere que sejam realizados mais estudos para avaliar a
utilidade do algoritmo de ROMA na diferenciacdo de massas anexiais benignas de malignas,
principalmente em estadios precoces do CO, e um ajuste dos valores de cut-off para a populagédo
estudada, permitindo assim uma melhor estratificacdo de risco, da diferenciacdo de cuidados

necessaria (Ginecologia Geral ou Ginecologia Oncologica) e da programacéo de tempos cirdrgicos.
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1.5. Rastreio do CO

A baixa prevaléncia e incidéncia do CO na populagdo em geral tém dificultado a obtencdo de métodos
de rastreio com resultados satisfatorios. Para que se obtenha um VPP minima de 10% e assim se
reduzam o nimero de exames e cirurgias desnecessarias, 0s programas de rastreio devem apresentar
sensibilidade e especificidade superiores a 75,0% e 99,6%, respetivamente [46, 126]. No sentido de
se atingirem estes indices, ha uma tendéncia para que os estudos incluam nao s6 exames de imagem,

mas também marcadores tumorais, de entre os utilizados para diagndstico [126].

Nos Estados Unidos da América decorreu um estudo prospetivo (PLCO; Prostate, Lung, Colorectal
and Ovarian) [127] com cerca de 78 mil mulheres p6s-menopausa, divididas em 2 grupos: um grupo
de rastreio, seguido por ecografia transvaginal anual, durante 4 anos, e doseamento anual de CA-125,
durante 6 anos; um grupo de controlo, ndo rastreado e seguido com os cuidados de saude habituais,
durante o periodo de estudo [127, 128]. O VPP do CA-125 e da ecografia transvaginal foram de 3,7%
e 1,0%, respetivamente, mas de 23,5% quando usadas em conjunto [127]. No entanto, em comparacéo
com os cuidados habituais, o rastreio simultdneo com CA-125 e ecografia transvaginal, ndo houve
diferenca na detecdo do nimero de carcinomas avancados (77,0% no grupo rastreio, 78,0% no grupo
controlo) ou a mortalidade por CO (118 vs. 100 6bitos). Observou-se ainda um nimero mais elevado
de falsos-positivos no grupo de rastreio (1080 vs. 176 mulheres), que levaram a cirurgias

desnecessarias e, em alguns casos (15,0%), a complicacfes médicas associadas [128].

No Reino Unido esté a decorrer um estudo prospetivo (UKCTOCS; United Kingdom Collaborative
Trial of Ovarian Cancer Screening) [129] que envolve cerca de 200 mil mulheres pds-menopausa,
seguidas por ecografia transvaginal isolada ou doseamento de CA-125, interpretado por um algoritmo
multifasico, ROCA (Risk of Ovarian Cancer Algorithm) (as mulheres com altera¢fes do CA-125 sdo
referenciadas para uma ecografia transvaginal). Resultados preliminares demonstram uma
sensibilidade, especificidade e VPP mais elevados para o rastreio algoritmico (89,4%, 99,8% e
43,3%, respetivamente) quando comparado com a ecografia transvaginal isolada (84,9%, 98,2% e
5,3%, respetivamente) [129]. Até este momento, o estudo demonstrou uma reducdo na mortalidade
de 15,0% e 11,0% com o rastreio algoritmico e ecografia transvaginal isolada, respetivamente, em
relacdo ao grupo controlo, mas sem diferencga estatistica (p=0,100 e p=0,210, respetivamente).
Segundo estes autores, estes resultados preliminares ndo demonstram evidéncia que o rastreio
algoritmico reduz a mortalidade por CO, no entanto, em 2018 serdo publicados os resultados finais
relativos ao impacto do rastreio na mortalidade [130].
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Para as mulheres com alto risco para o CO, existem orientacdes que recomendam a realiza¢do de uma
ecografia transvaginal e doseamento do marcador CA-125, semestralmente, a partir dos 30 a 35 anos,
ou, 5 a 10 anos mais cedo do primeiro caso positivo na familia [131]. Os beneficios dos estudos
prospetivos de rastreios, na populacdo em geral, ndo s@o superiores aos riscos inerentes ao proprio
rastreio, uma vez gque ndo aumentam a detecdo precoce de CO nem reduzem a mortalidade pela
neoplasia e, como tal, a sua implementacéo na rotina clinica ndo é considerada a data [132]. Enquanto
se aguarda a divulgacdo de resultados dos estudos em curso, é necessario continuar a apostar na
crescente compreensdo da etiologia de CO e dos seus subtipos, no aperfeicoamento da ecografia, no
desenvolvimento de novos algoritmos de interpretacdo de CA-125 e na descoberta de novos
biomarcadores, que possam ser Uteis quando isolados ou combinados com o CA-125, como por
exemplo o HE4 [133].

1.6. Tratamento e monitorizacdo do CO

O tratamento do CO depende de varios fatores clinico-patologicos, sendo realizado em 12 linha,
quando possivel, por cirurgia, e a0 mesmo tempo € realizado o estadiamento (Tabela 3), sendo este
um dos fatores mais importantes no prognostico do CO (Figura 4), e a partir do qual é definido o
plano terapéutico pds-operatorio [12, 52]. As mulheres que queiram preservar a fertilidade, podem
optar por uma cirurgia conservadora, contudo, estes casos sdo raros e excecionais, sendo possivel
apenas em mulheres que possuem tumores nos estadios la com G1/G2 ou Ic com G1 unilateral e
auséncia de historia de cancro hereditario do ovério. Esta cirurgia, no entanto, é pouco aconselhavel,
uma vez que apresenta um risco maior de recidiva, requerendo sempre uma vigilancia clinica apertada
[12, 52]. O CO quando detetado em fases precoces, a aplicacao de quimioterapia ira depender do grau
(G1-G3), estadio e do tipo histolégico do tumor [52, 134]. Nos estadios avancados, deve ser
privilegiada a cirurgia citorredutora, para remocdo de todos os possiveis tumores presentes na
cavidade peritoneal. Por vezes, é necessario recorrer a uma ressec¢ao cirdrgica radical para obter uma
taxa de reducdo tumoral 6tima. Contudo, esta cirurgia leva a uma alta morbilidade aliada a uma pior
qualidade de vida. A maxima citorreducdo confere uma melhor resposta quimioterapéutica e por isso,
deve ser realizada por uma equipa com treino em ginecologia oncoldgica, de modo a que todas as
lesOes residuais macroscopicamente visiveis sejam removidas [103]. Alem disso, apresenta grande
impacto tanto na sobrevivéncia global como na sobrevivéncia sem progressao tumoral [135]. Em
casos selecionados, o tratamento inicial para os estadios avangados, ap6s o diagnostico histoldgico,

pode ser a quimioterapia neoadjuvante [52, 134].
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Tabela 3 - Estadiamento FIGO para o CO e tumores borderline [53].

Estadio |
Tumor limitado aos ovarios

la Tumor limitado a um ovério; auséncia de ascite com células malignas; auséncia de tumor
na superficie ovérica; capsula intacta

Ib Tumor limitado a ambos os ovarios; auséncia de ascite com células malignas; auséncia
de tumor na superficie ovérica; capsula intacta

Ic Tumor nos estadios la ou Ib mas com tumor na superficie ovérica de um ou ambos 0s
ovarios e/ou com cépsula rota e/ou com ascite com células malignas ou no lavado peritoneal

Estadio 11
O tumor envolve um ou ambos 0s ovarios com extensao pélvica

Ila Extensdo e/ou metéstases no Gtero e/ou trompa

I1b Extenséo a outras estruturas pélvicas

Ilc Extensdo e/ou metastases no Gtero e/ou trompa ou a outras estruturas pélvicas com
tumor na superficie de um ou ambos os ovarios; ou com capsula rota; ou com ascite com células malignas ou
no lavado peritoneal

Estadio 111
O tumor envolve um ou ambos 0s ovarios com metastases peritoneais confirmadas fora da pélvis e/ou
metéastases ganglionares. Metéastases superficiais no figado. Tumor limitado a pélvis com metastases no
intestino delgado ou omento.

I11a Metéastases peritoneais microscépicas fora da pélvis e ganglios negativos para células
malignas
I11b Metastases peritoneais macroscopicas fora da pélvis <2 cm de maior dimenséo e
ganglios negativos
I11c Metastases peritoneais macroscopicas fora da pélvis > 2 cm de maior dimenséo e/ou
metastases nos ganglios regionais

Estadio 1V
Metéstases a distancia (excluindo metastizacéo peritoneal)

28



100

20
rw|A
s 80 - ==|B
g 0 Ic
&
2o <-IIA
>
[}
5 50 ~=IIB
A
K 40 - =] |C
©
E 30 < =|lIA
20 - -*|1IB
10 - ===||IC
0 L\

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120

Meses apos o diagnostico

Figura 4 - Taxa de sobrevivéncia (%) de mulheres com CO e idade > 20
anos, em meses apos o diagndstico, por estadio FIGO (Adaptado de
[136]).

A quimioterapia nos estadios avancados de CO, é baseada em taxanos e platinos [52, 134, 135] sendo
os farmacos Paclitaxel e Carboplatina o dupleto padrdo utilizado [52, 78]. Infelizmente, o tratamento
primario nem sempre leva a remissdo completa da neoplasia, uma vez que 50-95% das mulheres tém

recidiva nos primeiros dois anos apés o diagndéstico [137].

O protocolo terapéutico para as recidivas € complexo, pode incluir cirurgia recidiva e quimioterapia,
sendo o plano quimioterapéutico baseado na sensibilidade aos platinos (se a recidiva surge num
periodo inferior (resistente) ou igual ou superior a 6 meses (sensivel), ap6s conclusdo do primeiro
plano quimioterapéutico) [52]. Contudo, até aos dias de hoje, as recidivas de CO sdo consideradas
incuraveis, uma vez que 95% das mulheres que respondem completamente ao segundo tratamento,
tém uma segunda recidiva de CO num curto espaco de tempo [56]. Na maioria das vezes, recorre-se
a uma cirurgia para amenizar 0s sintomas e prevenir complicagdes, para permitir uma melhor

qualidade de vida e prolongar a sobrevida [52, 56].

Para a monitorizagéo da eficiéncia terapéutica, prognostico e detecédo de recidivas, sdo utilizados o0s
niveis séricos de CA-125. A persisténcia de niveis elevados apds 3 ciclos de quimioterapia ou meia
vida de CA-125 superior a 20 dias sdo indicativos de mau prognostico e resposta ineficaz ao

tratamento [77, 82, 138]. No entanto, valores normais de CA-125 durante o tratamento ndo
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representam auséncia de doenca residual [82, 138], uma vez que esta situacdo ocorre em 50% das
pacientes [82]. Em 70% das mulheres com remissdo completa, a elevacdo dos niveis de CA-125
consegue predizer recidivas entre 3 a 5 meses antes de qualquer evidéncia clinica [77, 82]. A
sensibilidade e especificidade de CA-125 na detecdo de recidivas encontra-se entre 0s 62-94% e 91-
100%, respetivamente [139]. O HE4 pode acrescentar utilidade clinica na monitorizacao da resposta
terapéutica e detecdo precoce de recidivas ja que, em 85% das mulheres com CO, 0s seus niveis estdo
correlacionados com a resposta tumoral e em 92% quando avaliado juntamente com o CA-125 [140].
A sua sensibilidade e especificidade na detecdo de recidivas é de 74 e 100% [141], respetivamente,

com predicdo entre 5 a 8 meses antes de qualquer evidéncia clinica, em 63% das mulheres [142].
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2. Objetivos do estudo

Com arealizacdo do presente estudo, pretendeu-se avaliar a utilidade clinica dos marcadores CA-125
e HE4, isoladamente ou em conjunto, no diagnostico de CO, de acordo com o estado menopausa das
pacientes e no diagnostico diferencial com outras condigdes ginecoldgicas. Para o efeito, seguiu-se 0
desenho de um estudo caso-controlo, com a constitui¢do de grupos amostrais bem caracterizados do
ponto de vista clinico e hematoldgico/bioquimico, e nos quais foram determinados 0s niveis séricos
de CA-125 e HE4. Os parametros foram comparados entre 0s varios grupos amostrais e determinados
0s respetivos indices de especificidade, sensibilidade, valores preditivos, razbes de verosimilhanca e
precisdo. Avaliou-se igualmente a utilidade do algoritmo ROMA, em prever o risco de malignidade

de uma massa pélvica e assim distinguir CO de condicdes ginecoldgicas benignas (GB).

A avaliacdo do HE4 e do algoritmo ROMA, numa amostra independente e ndo estudada até a data,
podem acrescentar evidéncia quanto a utilidade deste marcador e algoritmo no diagnaostico clinico e
detecdo precoce de CO, ou distin¢do das condigcdes benignas e borderline de CO, com o intuito de
auxiliar a pratica clinica, priorizar os casos para intervencao cirurgica e reduzir a mortalidade pela
doenca, com eventual ajuste aos valores de cut-off de HE4 e do algoritmo ROMA, para a populacéao

estudada.

3. Material e Métodos

3.1. Selecdo e recrutamento de participantes

A selecdo e recrutamento de pacientes (46) teve lugar no Servico de Ginecologia e Obstetricia do
Hospital Dr. Nélio Mendongca, SESARAM, E.P.E., entre pacientes com massa anexial suspeita de
CO, detetada imagiologicamente (Ecografia, TC ou RM) ou clinicamente. Na sequéncia do
procedimento cirurgico e diagndéstico histoldgico do material examinado no Laboratorio de Anatomia
Patoldgica do mesmo hospital, as pacientes foram classificadas em CO (12), GB (31) e borderline
(3). A classificacdo histolégica foi realizada segundo a OMS [8] e 0 estadiamento dos tumores
borderline e CO segundo os critérios da FIGO [53]. Foram adotados como critérios de exclusdo as
seguintes condicBes: ooforectomia bilateral, gravidez, historia individual de cancro, insuficiéncia
hepatica, renal ou cardiaca congestiva. O grupo controlo inclui 30 mulheres aparentemente saudaveis,
provenientes do Gabinete de Investigacdo do Hospital Dr. Nélio Mendonga, SESARAM, E.P.E.. O

recrutamento de participantes teve lugar entre outubro de 2013 e agosto de 2015. O estudo foi
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aprovado pela Comissdo de Etica do Hospital Dr. Nélio Mendonca, SESARAM, E.P.E. sob o parecer
n® 33/2013. Ap6s uma breve descri¢do do ambito do estudo e disponibilizacdo do Documento de
Informacgéo ao Sujeito da Investigacdo (Anexo A), foram prestados todos 0s esclarecimentos que
entenderem pertinentes e todas as participantes assinaram o consentimento livre e esclarecido (Anexo
B).

Foram consideradas como pds-menopausa todas as mulheres que ndo tinham a menstruacao ha 1 ano
e aquelas com idade acima dos 55 anos, se a data da sua Ultima menstruacdo era desconhecida [119].
As mulheres com idade inferior a 48 anos e sem conhecimento da data da sua Gltima menstruacéo,
foram classificadas como pré-menopausa [119]. Nas participantes com idades compreendidas entre
0s 48-55 anos que desconheciam a data da ultima menstruacao [119], foram doseados o0s niveis de
FSH e estradiol. Foram classificados como pds-menopausa as participantes em que os niveis de FSH
se mostraram superiores a 40mlU/mL e estradiol inferiores a 20-30 pg/mL, sendo as restantes
consideradas como pré-menopausa [143]. As mulheres na menacma foram avaliadas fora do periodo

menstrual.

3.2. Amostragem e andlise laboratorial

A colheita de amostras de sangue foi realizada por puncdo venosa com sistema de vacuo, por
profissionais de satde devidamente qualificados do Laboratério de Patologia Clinica e do Servigo de
Ginecologia e Obstetricia do Hospital Dr. Nélio Mendon¢a, SESARAM, E.P.E., de acordo com as
recomendacdes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Para cada participante foram
colhidos um tubo de &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 3mL (vacuette® K3EDTA, Austria,
REF: 454086) e um tubo seco 5mL (vacuette® Z Serum Sep Clot Activator, Austria, REF: 456018),
aos quais foi atribuido um cddigo, para facil identificacdo e de forma a garantir o anonimato durante
a analise laboratorial. Para uma adequada retracdo do coédgulo, o tubo seco permaneceu 30 minutos a
temperatura ambiente e foi entdo centrifugado a 4200 rpm durante 8 minutos. No dia da colheita, para
cada participante, foram determinados o hemograma e o perfil bioquimico (proteinas totais, albumina,
bilirrubina total, alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase
alcalina, creatinina e ureia), nos analisadores LH 780 e AU 5400 (Beckman Coulter), respetivamente.
O doseamento de FSH foi realizado no analisador UniCel™DxI (Beckman Coulter) e o estradiol no
cobas e411 (Roche). O restante soro foi separado em aliquotas e armazenado a -20°C até ao

processamento dos marcadores tumorais, em média, 4 a 5 meses ap0s a colheita.
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Os marcadores tumorais HE4 e CA-125 foram quantificados no analisador Cobas e411 (Roche), pelo
principio de electroquimioluminescéncia (ECLIA; ElectroChemiLuminescence ImmunoAssay)
(Figura 5), com os kits comerciais HE4 (Roche Diagnostics, Indianapolis, Ref: 05950929 190) e CA
125 1l (Roche Diagnostics, Indianapolis, Ref: 11776223 322). Os kits comerciais foram oferecidos

pela Roche.

O HE4 CalSet (Roche Diagnostics, Indianapolis, Ref: 05950945 190) e CA 125 Il CalSet (Roche
Diagnostics, Indianapolis, Ref: 11776240 322) foram utilizados para obter as curvas de calibragéo
do HE4 e CA-125, respetivamente. Como controlos de qualidade internos utilizaram-se o Elecsys®
PreciControl HE4 (Nivel 1 e 2) (Roche) e Lyphochek® Tumor Marker Plus Control (Nivel 1 e 2)
(BioRad), respetivamente para HE4 e CA-125. Os intervalos de medicdo foram de 15,0-1500 pmol/L
para HE4 e de 0,600-5000 U/mL para CA-125. Todas as andlises foram realizadas e validadas no
Laboratorio de Patologia Clinica do Hospital Dr. Nélio Mendonca, SESARAM, E.P.E., em

conformidade com as instrucdes do fabricante.
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Figura 5 - Representacdo esquematica do principio ECLIA e procedimento experimental para
quantificacdo de HE4 e CA-125 [144].

a) Incubacdo da amostra com o anticorpo de detecdo (anticorpo monoclonal especifico anti-
HE4/CA125,biotinilado) e anticorpo de captura (anticorpo monoclonal especifico anti-HE4/CA125,
marcado com complexo Tris(2,2’-bipiridil)ruténio(I1)(Ru(bpy) 2:,:’); b) Formacdo do complexo
sandwich; c) Adicdo e ligagdo de microparticulas revestidas de estreptavidina ao anticorpo de
detecdo; d) Aspiracdo da mistura de ligagdo para a célula de leitura; e) Fixacdo magnética das
microparticulas a superficie do elétrodo; f) Remocdo dos elementos ndo-ligantes e aplicacdo de
corrente elétrica para inducdo da emissao quimioluminescente, a ser medida pelo fotomultiplicador.
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O algoritmo ROMA foi determinado conforme descrito por Moore et al. [119], tomando-se em

consideracdo o estado menopausa e 0s niveis séricos de HE4 e CA-125 (Figura 6).

ROMA
d Y
Pré-menopausa Pds-menopausa
IP=-12,0+ 2,38*LN(HE4) + 0,0626*LN(CA IP =-8,09 + 1,04*LN(HE4) + 0,732*LN(CA
125) 125)

}

ROMA(%) = exp (IP) / [1 + exp(IP)] * 100

Figura 6 - Determinacao do algoritmo ROMA.
exp = exponencial; IP = indice Preditivo; LN = Logaritmo Natural; HE4 = valor do HE4 em pmol/L; CA-125 = valor do CA-125 em U/mL.

3.3. Recolha e analise dos resultados

No ambito do presente estudo, foi concedida autorizacéo pela referida Comissao de Etica para acesso
a base de dados do Laboratorio de Patologia Clinica e da Anatomia Patoldgica e recolha de resultados
das varidveis em estudo (Anexo C). Seguiram-se normas e procedimentos restritos de

confidencialidade, seguranca, controlo de qualidade e cumprimento das consideragdes éticas.

Para a caracterizagdo de cada grupo amostral, foram determinadas a frequéncia de participantes em
pré- e p6s-menopausa e a média e o desvio-padrdo das variaveis continuas em analise, nomeadamente
a idade e os parametros hematoldgicos e bioquimicos. A comparagdo da proporcao de mulheres pre-
e pés-menopausa em cada grupo amostral, como variavel discreta, foi determinada pelo teste qui-
quadrado. Tendo-se observado diferencas estatisticamente significativas na proporcéo do estado de
menopausa entre CO e os restantes grupos, a analise que se segue foi feita separadamente para pré- e

pOs-menopausa.
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Para as variaveis continuas, determinou-se a normalidade das distribuicGes com o teste Shapiro-Wilk.
Uma vez que se obtiveram distribui¢cdo normal para algumas variaveis e distribuicdo ndo normal para
outras (provavelmente pelo baixo tamanho amostral em CO; dados ndo apresentados), aplicou-se
estatistica paramétrica e ndo paramétrica a todas as variaveis e verificou-se a sua concordancia do
ponto de vista estatistico. Os resultados foram concordantes para todas as variaveis, com exce¢ao
para a idade e creatinina, e por apresentar uma distribuicdo normal aplicou-se o teste ANOVA (nxn
grupos) e t-student (2 x 2 grupos), respetivamente, e as restantes variaveis optou-se pela aplicacéo
dos testes ndo paramétricos Kruskall-Wallis (n x n grupos) e Mann-Whitney (2 x 2 grupos), por serem
mais conservadores*. Paraas comparacGes multiplas das mesmas variaveis entre 0s grupos amostrais
controlos, GB e CO foi utilizado o Kruskall-Wallis 1-way ANOVA.

A caracterizacdo dos grupos amostrais com condig¢des ginecoldgicas, em particular GB, borderline e
CO, teve por base a sua classificacdo histoldgico [8] e, no caso dos tumores borderline e malignos, o
estadiamento FIGO [53]. Os niveis séricos de marcadores tumorais CA-125 e HE4 (média £ desvio-
padrdo) foram determinados para 0s principais subtipos, estadios iniciais (I-11) e estadios avangados
(111-1V) e comparados entre grupos pela aplicacdo do teste Mann-Whitney.

Para analise dos marcadores tumorais CA-125 e HE4 e algoritmo ROMA, estes foram considerados
positivos quando acima dos valores de cut-off sugeridos pelos kits comerciais (Roche) e pelos
resultados do presente estudo. Na avaliacdo da combinagdo dos marcadores tumorais, a combinagédo
CA-125 ou HEA4 foi considerado positivo se pelo menos um marcador foi positivo, e negativo quando
ambos os marcadores foram negativos. Na combinacdo CA-125 + HE4, foi considerado positivo
quando ambos os marcadores foram positivos, e negativo quando pelo menos um marcador foi
negativo. Os valores de cut-off referenciados pelo fabricante foram de 35 U/mL para o CA-125,
92,1pmol/L/121pmol/L para o HE4 e 11,4%/29,9% para 0 ROMA, de acordo com o percentil 95 dos
marcadores tumorais e especificidade de 75% para o algoritmo ROMA. Para o marcador HE4 e
algoritmo ROMA, sdo tambem referidos diferentes valores de cut-off de acordo com o estado de
menopausa (pré-menopausa/pds-menopausa). Neste estudo, os valores de cut-off de HE4 foram
estimadas a um percentil 93,33% da distribuicdo dos seus niveis em controlos saudaveis do presente
estudo, tanto para pré- (59,3 pmol/L) e pos-menopausa (94,7 pmol/L), dado a impossibilidade de
obter a partir de um percentil 95, devido ao nimero limitado de amostras por estado de menopausa.
Devido & ndo existéncia de um valor cut-off standard e da falta de consenso na literatura sobre os
valores de cut-off de HE4, optou-se por estudar apenas os valores sugeridos pelo kit comercial e

aqueles que foram estimadas no presente estudo. Os valores de cut-off de CA-125 estimadas a um

* Comunicacéo pessoal por Abreu A. (Faculdade de Ciéncias Exatas e da Engenharia. Universidade da Madeira), em 17 de fevereiro de 2016.
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percentil 95 da distribuicdo dos seus niveis em controlos saudaveis do presente estudo (34,5 U/mL),
foram idénticos ao do kit comercial. Para o algoritmo ROMA, os valores de cut-off foram definidos
a uma especificidade de 75% estimada a partir das amostras em estudo, uma vez que a sensibilidade
minima reportada para o algoritmo ROMA que é clinicamente util, é aquela em que 75% das mulheres
com tumores benignos sdo corretamente classificadas como de baixo risco de malignidade [119, 145].
Para o algoritmo ROMA foram ainda considerados os valores de cut-off que foram estabelecidos por
Moore et al. (pré-menopausa 13,1%; p6s-menopausa 27,7%) [119]. A frequéncia (%) de tumores do
ovario acima do cut-off dos marcadores CA-125 e HE4 e algoritmo ROMA entre 0s grupos de estudo,

foi realizada através do teste qui-quadrado.

Para cada marcador tumoral e algoritmo ROMA, abaixo designados por diagnéstico bioquimico,
foram calculados os indices de sensibilidade, especificidade, valores preditivos e razdes de
verosimilhanga, positivo e negativo, em identificar casos de CO. Para o efeito, foram consideradas
tabelas de contingéncia de duas entradas, tomando como teste de referéncia (gold-standard) a analise
histologica do tumor (Tabela 4). A sensibilidade foi calculada pela razéo entre o nimero de mulheres
diagnosticadas com CO pelo diagnostico bioquimico e o nimero de mulheres com diagnostico
histologico positivo. O célculo da especificidade foi realizado pela razdo entre o nimero de mulheres
com o diagnéstico bioguimico negativo e o nimero de mulheres com diagndstico histoldgico
negativo. O VPP resulta da razao entre o niumero de mulheres com diagnostico histolégico positivo
e 0 niumero de mulheres com diagnéstico bioquimico positivo. Por sua vez, o VPN foi calculado pela
razdo entre o numero de mulheres com o diagndéstico histoldgico negativo e o nimero de mulheres
com o diagnostico bioguimico negativo. A LH+ foi determinada como a razdo da proporcdo de
mulheres com o diagndéstico bioquimico positivo em relacdo as mulheres com diagndéstico histoldgico
positivo (sensibilidade), e a propor¢do de mulheres com diagnostico bioquimico positivo
relativamente as que tiveram o diagnéstico histolégico negativo. A LH- resulta da razdo entre a
proporcdo de mulheres com diagnostico bioquimico negativo em relagdo as mulheres com o
diagnostico histoldgico positivo, e a proporcao de mulheres com diagndstico histoldgico e bioquimico
negativos (especificidade) (Tabela 4). O poder de diagnostico de CO pelos marcadores CA-125 e
HE4 e algoritmo ROMA foi avaliado pela analise ROC (Receiver Operating Characteristics), com
representacdo grafica da sensibilidade vs. especificidade (95%IC), em que a precisdo e dada pelo
indice AUC (Area Under Curve). Para a analise ROC-AUC dos marcadores tumorais combinados

(CA-125 ou HE4), foi aplicada previamente a regressao logistica.
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Tabela 4 — indices que avaliam um teste de diagndstico a partir de uma tabela 2x2 [55].

Doenca (gold-standard)

Presente Ausente
+ | Verdadeiro-positivo Falso-positivo VPP= a/(atb)
Teste de a b
diagnostico - Falso-negativo ¢ |g Verdadeiro-negativo VPN= d/(c+d)

Sensibilidade= a/(a+c) | Especificidade= d/(b+d)

_a_ <
+C a+c
LH +=2%%< LH-=
b d
b+d b+d

A andlise estatistica foi realizada com os softwares SPSS (Statistical Package for Social Sciences) for
Windows (release 16,0, Chicago, USA), R (http://cran.r-project.org/) e MedCalc versdo 16.2.1

(https://www.medcalc.org/) e interpretada a um nivel de significancia de p<0,050.
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4. Resultados

4.1. Caracterizagdo dos grupos amostrais

As 76 amostras recrutadas foram classificados como 12 CO, 3 borderline, 31 GB e 30 controlos. De
entre as amostras GB, uma amostra foi excluida da analise por apresentar insuficiéncia renal
(creatinina= 3,1 mg/dL; ureia= 185,0 mg/dL). As caracteristicas clinicas e laboratoriais dos grupos
amostrais, encontram-se descritas na Tabela Suplementar A. Considerando o baixo nimero de

amostras com tumores borderline (n=3), este grupo nao foi considerado para a analise comparativa.

N&o se observaram diferencas estatistica significativas quanto a média de idades entre 0s grupos
(p=0,050) (49,6 £ 12,2 em controlos, 49,0 + 14,8 em GB € 59,8 + 11,2 em CO). No entanto, o estado
de menopausa revelou-se significativamente diferente (p=0,015) (pds-menopausa em 50,0% dos
controlos, 43,3% das mulheres com GB e 91,7% das mulheres com CO) (Tabela 5). Este resultado
esta de acordo com a literatura [2], que sugere que uma massa anexial em mulheres pds-menopausa
tem uma maior probabilidade de ser CO, pelo que a analise que se segue foi feita separadamente para

pré- e pds-menopausa.

Quanto a analise das variaveis laboratoriais, as suas médias encontram-se dentro dos intervalos de
referéncia para a populacdo portuguesa [146, 147], com excecdo dos neutréfilos (7,3 £ 2,9) e
marcadores tumorais CA-125 (443,6 + 476,2) e HE4 (509,5 + 640,1) em mulheres pds-menopausa
com CO, e CA-125 (47,2 + 44,3) em mulheres pré-menopausa com GB (Tabela 5). De entre as
comparagfes multiplas entre grupos amostrais pds-menopausa (Tabela 5), destacam-se as que se
revelaram estatisticamente significativas: as médias das contagens de leucdcitos e de neutrofilos em
GB (8,7 £ 2,1 e 58 £ 2,0, respetivamente) e CO (9,8 + 2,8 e 7,3 = 2,9, respetivamente) séo
significativamente mais altas (GB p=0,005 e p=0,001, respetivamente; CO p=0,001 e p<0,001,
respetivamente) e o VGM significativamente mais baixo (GB 88,6 + 3,7, p=0,002; CO 88,0 + 4,7,
p=0,004), quando comparadas com as médias em controlos (sendo que a contagem de neutréfilos em
CO ¢ o dobro da meédia dos controlos); a média da contagem de eritrocitos (4,6 £ 0,4) e 0 CHGM
(33,1 £ 0,4) em GB séo significativamente mais altas (p=0,030 e p=0,016, respetivamente) e 0 HGM
significativamente mais baixo (29,3 £ 1,2, p=0,026), quando comparados com 0s mesmos indices em
controlos; a média da contagem de plaquetas (308,4 £ 107,3) e mondcitos (0,7 £ 0,3) em CO sao
significativamente mais altas (p=0,008 e p=0,035, respetivamente) e as proteinas totais (60,6 + 10,4)

e a concentracdo média de albumina (35,0 + 5,6) significativamente mais baixas (p=0,015 e p=0,019,
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respetivamente), quando comparadas com os mesmos indices em controlos; as médias dos niveis
séricos dos marcadores tumorais CA-125 (443,6 + 476,2) e HE4 (509,5 + 640,1) em CO sdo
significativamente mais altas, em relagéo aos controlos (p<0,001 e p=0,026, respetivamente) e GB

(p=0,001 para ambos).

Nas mulheres pré-menopausa, as médias do hematocrito (37,8 £ 0,9), VGM (86,0 £ 6,3), HGM (28,1
+ 2,9) e da concentracdo de proteinas totais (67,0 £ 8,3) estdo significativamente mais baixas
(p=0,019, p=0,001, p=0,018 e p=0,031, respetivamente) e o0 CA-125 significativamente mais alto
(47,2 £ 44,3, p=0,002) em GB, quando comparados com os controlos (Tabela 5).
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Tabela 5 - Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos grupos amostrais na pés- e pré-menopausa. Os resultados encontram-se expressos nas suas medias

e desvio-padréo.

P-value*
Controlos GB Borderline CcO P-value* Comparacdes (Kruskall-Wallis 1-way
(n=30) (n=30) (n=3) (n=12) (Kruskall-Wallis) multiplas ANOVA)
% menopausa 50,0 43,3 66,7 91,7 0,0157 - -
Idade (anos * desvio-
padrao) 49,6 +122 49,0 +14,8 57,7+8,6 59,8 + 11,2 0,050% - -
P6s-Menopausa (n=15) (n=13) (n=2) (n=11)
Idade (anos + desvio-
padréo) 59,7+6,7 61,4+99 615+728 62,1+8,2 - - -
Hemograma (valores de
referéncia)
Eritrocitos 43+0,3 46+04 44+0,3 4,4 +0,7 0,031 Controlos vs. GB 0,030
(3,8-5,8 x 10 L)
Hematocrito 40,6 +3,2 40,9+3,8 39,7+13 38,7+5,6 0,538 - -
(37-47 %)
Hemoglobina 13,2+0,9 135+13 13,6 +0,9 128+138 0,415 - -
(11,5-16 g/dL)
VGM 93,7+25 88,6 £3,7 89,9+3,4 88,0+4,7 0,001 Controlos vs. GB 0,002
(80-100 fL) Controlos vs. CO 0,004
HGM 30,4+£0,7 293+1.2 30,8 £0,3 29,1+21 0,015 Controlos vs. GB 0,026
(> 27 pg)
CHGM 325+0,6 331+04 34311 331+11 0,020 Controlos vs. GB 0,016
(30-35 g/dL)
Plaquetas 207,0 + 48,3 251,7 +64,1 268,5 £ 10,6 308,4 +107,3 0,009 Controlos vs. CO 0,008
(150 - 450 x 108 pL)
Leucécitos 6,1+1,1 8,7+2,1 71+04 98+28 <0,001 Controlos vs. GB 0,005
(4,5-11 x 103 uL) Controlos vs. CO 0,001
Neutréfilos 3,2+0,8 58+2,0 46+09 73+29 <0,001 Controlos vs. GB 0,001
(1,5-7,1 x10% uL) Controlos vs. CO <0,001
Linfécitos 2,2+0,6 21+0,7 19+0,3 1,62+ 0,6 0,045 - -
(1,5-4,0 x 103 pL)
Mondcitos 0,5+0,1 0,6+0,2 04+0,1 0,7+0,3 0,041 Controlos vs. CO 0,035
(0,0-1,0 x 103 pL)
Eosindfilos 0,2+0,2 02+0,1 01+01 01401 0,063 - -
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(0,0-0,5 x 10° pL)

Basofilos 0,13 +£0,04 0,02 0,04 0,05+ 0,07 0,27 £0,05 0,666 - -
(0,0-0,2 x 103 pL)
Bioquimica (valores de
referéncia)
Proteinas Totais 715+4,3 64,3+144 75,7+3,6 60,6 £10,4 0,020 Controlos vs. CO 0,015
(60-80 g/L)
Albumina 42,7+19 40,774 43617 350+5,6 0,002 Controlos vs. CO 0,019
(35-48 mg/dL) GB vs. CO 0,002
Bilirrubina Total 06+0,3 04+0,1 0,3+0,1 0,6+0,3 0,117 - -
(0,3-1,2 mg/dL)
ALT 18,1+7,7 34,0+374 244+7,1 24,6 £16,9 0,444 - -
(14-54 U/L)
AST 251+6,4 30,2 +24,3 224+24 26,7 +14,0 0,728 - -
(8-35 U/L)
Fosfatase Alcalina 87,4 +29,7 64,8+19,9 74,0+ 15,6 100,8 +48,9 0,068 - -
(30-120 U/L)
Creatinina 09+0,1 0,8+0,1 0,8+0,0 09+0,2 0,279 - -
(0,7-1,2 mg/dL)
Ureia 373+7,.2 358+7,6 335+21 37,1+14,6 0,606 - -
(8,0-50 mg/dL)
CA-125 11,0+£7,8 23,7+34,1 205+4,4 443,6 £ 476,2 <0,001 Controlos vs. CO <0,001
(<35U/mL) GBvs. CO 0,001
HE4 57,7+ 153 56,9 + 38,1 56,7 + 15,4 509,5 + 640,1 0,002 Controlos vs. CO 0,026
(<121 pmol/L) GB vs. CO 0,001
Pré-Menopausa (n=15) (n=17) (Mann-Whitney)
Idade (anos + desvio-
padréo) 39,6 £6,9 39,5+10,1 . - - - -
Hemograma (valores de
referéncia)
Eritrocitos 43+0,3 44+05 - - 0,473 - -
(3,8-5,8 x 105 uL)
Hematocrito 404+1,4 37,8+0,9 - - 0,019 - -
(37-47 %)
Hemoglobina 13,2+0,6 124+14 - - 0,075 - -
(11,5-16 g/dL)
VGM 935+4,3 86,0 +6,3 - - 0,001 - -
(80-100 fL)
HGM 30,4+13 28,1+29 - - 0,018 - -
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(> 27 pg)

CHGM 32,6 £0,6 329+0,9 - - 0,204 - -
(30-35 g/dL)
Plaquetas 247,6 +36,6 263,5+59,3 - - 0,473 - -
(150 - 450 x 10° pL)
Leucécitos 6,713 72+19 - - 0,385 - -
(4,5-11 x 10% pL)
Neutrofilos 3,6+0,9 43+14 - - 0,174 - -
(1,5-7,1 x 10% L)
Linfécitos 2,4+0,7 2,2+0,7 B - 0,289 - -
(1,5-4,0 x 10% uL)
Mondcitos 0,5+0,2 05+0,1 - - 0,923 - -
(0,0-1,0 x 103 pL)
Eosinofilos 0,2+0,1 0,1+0,1 - - 0,515 - -
(0,0-0,5 x 10° L)
Basofilos 0,03 £ 0,05 0,01 £0,03 - - 0,289 - -

(0,0-0,2 x 10° L)

Bioquimica (valores de
referéncia)

Proteinas Totais 729 +3,9 67,0+8,3 - - 0,031 - -
(60-80 g/L)
Albumina 418+3,8 40,1 £4,7 - - 0,299 - -
(35-48 mg/dL)
Bilirrubina Total 0,6+0,2 05+0,3 - - 0,416 - -
(0,3-1,2 mg/dL)
ALT 153 +5,2 14747 - - 0,895 - -
(14-54 U/L)
AST 185+4,0 19,6 +4,4 - - 0,623 - -
(8-35 U/L)
Fosfatase Alcalina 625+17,8 56,4 +19,9 - - 0,461 - -
(30-120 U/L)
Creatinina 0,9+0,8 0,8+0,1 - - 0,0538 - -
(0,7-1,2 mg/dL)
Ureia 28,4+6,9 25,775 - - 0,461 - -
(8,0-50 mg/dL)
CA-125 121+77 472 +44.3 - - 0,002 - -
(<35U/mL)
HE4 (< 92,1 pmol/L) 438+6,4 545+ 31,7 - - 0,955 - -

*resultados estatisticamente significativos (p<0,050) salientados a negrito; teste qui-quadrado; fteste ANOVA; §teste t-student; “-“ ndo determinado; para as comparagfes multiplas
sdo apenas apresentados os resultados significativos; VGM, volume globular médio; HGM, hemoglobina globular média; CHGM, concentragdao de hemoglobina globular média;
ALT, alanina aminotransferase; AST, aspartato aminotransferase.
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4.2. Caracterizacdo das condicgdes ginecologicas (benigno, borderline e maligno) e avaliacdo dos
niveis séricos de CA-125 e HE4

Nas amostras em estudo, os tumores benignos mais comummente encontrados foram o0s
cistoadenomas/ cistoadenofibroma/ adenofibroma (60,0%), seguido por endometriomas (16,7%) e
quistos funcionais (10,0%). De entre os cistoadenomas/cistoadenofibromas/adenofibromas foram

encontrados os subtipos histologicos seroso (88,9%) e mucinoso (11,1%) (Tabela 6).

Tabela 6 - Classificacdo histoldgica dos tumores benignos.

Tumores benignos n (%)
Cistoadenomas/Cistoadenofibromas/Adenofibromas 18 (60,0)*
Endometriomas 5 (16,7)
Quistos funcionais 3(10,0)
Fibromas/Fibrotecoma 2 (6,7)
Teratoma 1(323)
Quistos de inclusdo 13,3
Total 30 (100)

*incluem 16 (88,9%) tumores do subtipo seroso e 2 (11,1%) do subtipo mucinoso.

A média dos valores séricos dos marcadores tumorais foram avaliados em mulheres diagnosticadas
com tumores benignos, observando-se que o CA-125 encontrava-se mais alto nos endometriomas
(71,9 = 30,4), sequido dos fibromas/fibrotecoma (69,8 + 83,9), estando mais baixo nos
cistoadenomas/ cistoadenofibromas /adenofibromas (29,6 + 39,6) e quistos funcionais (21,2 + 9,9).
Para HE4, os seus valores séricos médios encontravam-se mais altos nos fibromas/fibrotecoma (111,4
+ 57,7), seguidos dos cistoadenomas/cistoadenofibromas/adenofibromas (56,9 + 35,8),
endometriomas (43,7 + 5,7) e quistos funcionais (38,3 £ 2,1) (Figura 7A). As mulheres com
endometrioma apresentaram niveis séricos medios de CA-125 significativamente mais altos quando
comparado com os cistoadenomas/cistoadenofibromas/adenofibromas (71,9 U/mL e 29,6 U/mL,
respetivamente; p=0,011). Por outro lado, o HE4 apresentou niveis médios mais baixos nos
endometriomas, mas sem diferenca estatistica (43,7 pmol/L e 56,9 pmol/L, respetivamente; p=0,823)
(Figura 7A). As mulheres na pré-menopausa apresentaram valores séricos medios de CA-125

significativamente mais altos (47,2 £ 10,7) em relagdo as mulheres na pds-menopausa (23,7 = 9,5)
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(p=0,028), sendo o dobro em pré-menopausa, com o HE4 a apresentar valores séricos semelhante
entre os dois grupos (pré-menopausa média 54,5 + 7,7 e pds-menopausa 56,9 + 10,6, p=0,851) (Figura
7B).

ECA-125(U/ml)  EHE4 (pmol/L)

140
111,4+ 57,7
120 p=0,011*
100
80 71,9+30,4 69,8+ 83,9
56,9 + 35,8
60
29,6+ 43,7+5,7 383+21
40 39,6 —
21,2+9,9
- _—
0
Cistoadenomas/ Endometriomas Quistos funcionais Fibroma/Fibrotecoma
Cistoadenofibromas/ (n=5) (n=3) (n=2)
Adenofibromas
(n=18)

* teste Mann-Whitney

Figura 7A - Valores séricos de CA-125 e HE4 (média e desvio-padrdo), em mulheres
diagnosticadas com as principais classes de tumores benignos.

M CA-125 (U/mL) ®HE4 (pmol/L)

100 p=0,028*
80
54,5+
- 472+ 45 56,9+ 10,6
10,7
40
23,7495
) i
0 ., .
Pré-menopausa Pés-menopausa
(n=17) (n=13)

* teste Mann-Whitney

Figura 7B - Valores séricos de CA-125 e HE4
(média e  desvio-padrdo), em  mulheres
diagnosticadas com tumores benignos, de acordo
com o estado de menopausa.
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Entre os tumores malignos, foram classificados cinco carcinomas serosos (41%), dois endometridides
(17%), dois de células claras (17%), duas metastases (17%, com origem em tumores primarios no
trato gastrointestinal e mama) e um carcinoma indiferenciado (8%) (Tabela 7). Metade dos
carcinomas primarios encontravam-se em estadios avancados (Il1-1V), sendo 80% do subtipo
histologico seroso. Os trés tumores borderline encontravam-se nos estadios iniciais, sendo dois do

subtipo seroso e um do subtipo mucinoso (Tabela 7).

Tabela 7 - Classificacdo dos tumores malignos e borderline, de acordo com o subtipo histolégico e
estadio FIGO.

Subtipo histolégico Estadio FIGO

(classificagdo OMS) n (%) I (a;b;c) 1l (a;b;c) 11 (a;b;c) v
Malignos

Seroso 5 (41%) 1(c) - 2 (bic) 2
Endometridide 2 (17%) 2 (c) - - -
Células claras 2 (17%) 1(c) - 1 (blc) -
Metéstases* 2 (17%) - - - -
Carcinoma indiferenciado 1 (8%) 1(a) - - -
Borderline

Seroso 2 (67%) 2(c)

Mucinoso 1 (33%) 1(c)

*Carcinoma metastatico de mama; adenocarcinoma metastatico de trato gastrointestinal.

Os niveis séricos médios de CA-125 e HE4 também foram avaliados em mulheres diagnosticadas
com os diferentes subtipos histoldgicos de tumores malignos, apresentando-se mais altos no subtipo
seroso (806,0 + 504,8 e 845,2 + 827,0, respetivamente), intermédio em tumores de células claras
(224,3 £ 30,3 e 360,7 + 361,1, respetivamente), estando mais baixo no subtipo endometrioide (70,6
+ 35,0 e 46,8 £ 21,8, respetivamente) e nas metastases (22,0 + 16,2 e 43,4 + 36,1, respetivamente)
(Figura 8A). Comparando as médias séricas por subtipo histoldgico, verificou-se um aumento
estatisticamente significativo nos tumores do subtipo seroso em relagcdo aos ndo serosos para 0 CA-
125 (respetivamente 806,0 + 2258 e 122,0 + 99,5 U/mL, p=0,004), ao contrario do HE4
(respetivamente 845,2 + 827,0 e 199,4 + 247,2 pmol/L, p=0,062) (Figura 8B). Os niveis séricos dos
marcadores tumorais encontravam-se mais elevados nos estadios avancados (I11-1V) (CA-125 768,7
+ 548,3 e HE4 830,0 £ 842,8) relativamente aos estadios iniciais (I-11) (CA-125200,5 = 135,3,
HE4 277,0 + 263,6), sendo a média trés vezes superior & dos estadios avancados, mas sem diferenca
estatistica (CA-125 p=0,047 e HE4 p=0,251) (Figura 8C).
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Figura 8A - Valores séricos de CA-125 e HE4 (média e desvio padrdo), em mulheres diagnosticadas
com tumores malignos, por subtipo histoldgico.
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A frequéncia tumores do ovario acima dos valores de cut-off dos marcadores CA-125 (>35 U/mL) e
HE4 (pré-menopausa >92,1 pmol/L; p6s-menopausa >121,0 pmol/L) e algoritmo ROMA (pré-
menopausa >11,4%; pds-menopausa >29,9%) referenciados pelos kits comerciais, e por tal
considerados como positivos, encontram-se descritos na Tabela 8. A percentagem de tumores
benignos positivos para CA-125, foi de 33,3% (10/30), em contraste com 10,0% (3/30) de tumores
positivos para HE4. A principal diferenga entre CA-125 e HE4 reside na elevacgdo dos niveis de CA-
125 em 80,0% dos endometriomas, enquanto que todos os 5 endometriomas foram negativos para
HE4. Em adicdo, 27,8% dos cistoadenomas/cistoadenofibromas/adenofibromas foi positivo em CA-
125, e apenas 11,1% em HE4. Os resultados do ROMA s&o iguais aos obtidos para HE4 nos
endometriomas (0%), e ao CA-125 em relagdo aos cistoadenomas/ cistoadenofibromas/
adenofibroma (27,8%). Quando tendo em consideracéo o estado de menopausa, 0 CA-125 foi positivo
em 41,2% das mulheres pré-menopausa em contraste com o0s 23,1% nas mulheres pds-menopausa,
quase metade do valor da pré-menopausa. O HE4 foi positivo em 11,8% das mulheres pré-menopausa
e em 7,7% pds-menopausa, enquanto que o ROMA foi em 23,5% e 23,1%, respetivamente. Em
relacdo aos tumores malignos, todos 0s carcinomas primarios revelaram-se positivos para CA-125 e
ROMA (excetuando os carcinomas endometridides neste ultimo), enquanto que os niveis séricos de
HE4 foram considerados positivos em apenas 80% dos carcinomas serosos e 50% das células claras.
Os tumores borderline e as metastases de tumores malignos com localizagdo extra-ovérica revelaram-

se negativos para ambos os marcadores tumorais em estudo e o algoritmo ROMA.
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Tabela 8 - Frequéncia (%) de tumores do ovario acima do valor de cut-off para os marcadores CA-125 e HE4 e algoritmo ROMA, por subtipo
histologico e por estado de menopausa.

CA-125 (U/mL) HE4 (pmol/L) ROMA (%)
N >35% >92,1/121* >11,4/29,9*
Benignos
Cistoadenomas/Cistoadenofibromas/Adenofibromas 18 5 (27,8%) 2 (11,1%) 5 (27,8%)
Endometriomas S 4 (80,0%) 0 (0%) 0 (0%)
Quistos funcionais 3 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Fibroma/Fibrotecoma 2 1 (50,0%) 1 (50,0%) 2 (100%)
Teratoma 1 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Quistos de inclusdo 1 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Total 30 10 (33,3%) 3 (10,0%) 7 (23,3%)
Pré-menopausa 17 7 (41,2%) 2 (11,8%) 4 (23,5%)
Pds-menopausa 13 3 (23,1%) 1(7,7%) 3(23,1%)
Borderline
Seroso 2 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Mucinoso 1 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Total 3 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Pré-menopausa 1 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Pés-menopausa 2 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Malignos
Seroso 5 5 (100%) 4 (80,0%) 5 (100%)
Endometridide 2 2 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
Ceélulas claras 2 2 (100%) 1 (50,0%) 2 (100%)
Metéstases 2 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Carcinoma indiferenciado 1 1 (100%) 1 (100%) 1 (100%)
Total 12 10 (83,3%) 6 (50,0%) 8 (66,7%)
Pré-menopausa 1 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Pbs-menopausa 11 10 (90,9%) 6 (54,5%) 8 (72,7%)

* cut-off referenciado pelos Kits comerciais (Roche), de acordo com o percentil 95 dos marcadores CA-125 e HE4 e especificidade de 75% para o algoritmo ROMA; para o
marcador HE4 e algoritmo ROMA séo referidos diferentes cut-offs de acordo com o estado de menopausa (pré-menopausa/pos-menopausa).
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4.3. Indices de avaliac&o e curvas ROC dos marcadores CA-125 e HE4 e algoritmo ROMA

A sensibilidade, a especificidade, o VPP e o VPN para o diagndéstico de CO foram determinados para
os marcadores CA-125 e HE4 e algoritmo ROMA, tendo por base a comparacgéo de testes positivos
entre mulheres com GB e mulheres com CO, no seu conjunto e por estado de menopausa, utilizando-
se como valores de cut-off aqueles referenciados pelos kits comerciais (Tabela 9). Considerando o
baixo numero de amostras com tumores borderline (n=3), e uma vez que estes tumores interferem na
sensibilidade dos marcadores tumorais e algoritmo ROMA no diagnéstico de CO [123, 148] néo
foram incluidos no grupo de CO. Para alem dos indices referidos acima, encontram-se descritos
outros indices de avaliagdo dos marcadores tumorais e algoritmo ROMA, no conjunto, por estado de
menopausa e a diferentes valores de cut-off, na Tabela Suplementar B. Uma anéalise semelhante, em
que se incluiram os controlos saudaveis no grupo GB, para comparagdo com CO, encontra-se descrita
na Tabela Suplementar C. Devido ao baixo nimero de amostras de CO analisadas neste estudo, ndo
foi possivel avaliar os indices dos marcadores tumorais entre os subtipos histoldgicos e de acordo

com o estadio FIGO.

A sensibilidade e o VPN de CA-125 isolado (83,3% e 90,9%, respetivamente) e da combinacéo CA-
125 ou HE4 (83,3% e 90,5%, respetivamente) sdo mais elevados do que HE4 isolado (50,0% e 81,8%,
respetivamente), combinacdo CA-125 + HE4 (50,0% e 82,4%) ou ROMA (66,7% e 85,2%,
respetivamente) (Tabela 9). Por outro lado, 0 HE4 isolado e a combinagdo CA-125 + HE4 apresentam
uma maior especificidade e VPP (HE4 90,0% e 66,7%, respetivamente; HE4 + CA-125 93,3% e
75,0%, respetivamente) do que o algoritmo ROMA (76,7% e 53,3%, respetivamente) e CA-125
isolado (66,7% e 50,0%, respetivamente). Quando tendo em conta apenas o estado pos-menopausa,
os indices mantém-se ou melhoraram para todos os testes, a exce¢do do VPN, que decresce para HE4
(70,6%), combinacdo CA-125 + HE4 (70,6%) e ROMA (76,9%), e da especificidade da combinacgéo
CA-125 + HE4 (92,3%). Na pré-menopausa, uma vez que existe apenas uma amostra de CO, ndo foi
possivel calcular a sensibilidade, o VPP ou 0 VPN dos marcadores tumorais, isolados ou em conjunto,
e do algoritmo ROMA. A especificidade no estado pré-menopausa diminuiu consideravelmente para
CA-125 isolado (58,8%) e combinacdo CA-125 ou HE4 (52,9%), e apenas ligeiramente para HE4
(88,2%) e ROMA (76,5%) (Tabela 9).
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Tabela 9 - Sensibilidade, especificidade, VPP e VPN dos marcadores CA-125 e HE4 e algoritmo
ROMA, no diagndstico de cancro do ovario (incluindo apenas mulheres com condicGes GB e CO).

CA-125 (U/mL) HE4 (pmol/L) CA-125+HE4 CA-1250uHE4  ROMA (%)

valores de cut-off < 35* <92,1/121* <11,4/29,9*
GBvs. CO

Conjunto

Sensibilidade (%) 83,3 50,0 50,0 83,3 66,7

Especificidade (%) 66,7 90,0 93,3 63,3 76,7

VPP (%) 50,0 66,7 75,0 47,6 53,3

VPN (%) 90,9 81,8 82,4 90,5 85,2

P6s-Menopausa

Sensibilidade (%) 90,9 54,6 54,6 90,9 72,7

Especificidade (%) 76,9 92,3 92,3 76,9 76,9

VPP (%) 76,9 85,7 85,7 76,9 72,7

VPN (%) 90,9 70,6 70,6 90,9 76,9

Pré-Menopausa

Especificidade (%) 58,8 88,2 94,1 52,9 76,5

* cut-off referenciado pelos Kits comerciais (Roche), de acordo com o percentil 95 dos marcadores CA-125 e HE4 e
especificidade de 75% para o algoritmo ROMA,; para o0 marcador HE4 e algoritmo ROMA séo referidos diferentes cut-
offs de acordo com o estado de menopausa (pré-menopausa/pds-menopausa); VPP, valor preditivo positivo; VPN, valor
preditivo negativo.

Na comparacdo entre mulheres com GB e CO (GB vs. CO) a diferentes valores de cut-off, a
sensibilidade e 0 VPN de HE4 isolado (58,3% e 83,3%, respetivamente), e da combinacdo CA-125 +
HE4 (58,3% e 84,4%, respetivamente), melhoram ligeiramente se aplicar o cut-off ajustado no
presente estudo, com o algoritmo ROMA a apresentar uma melhoria consideravel na sensibilidade
(91,7%) e ligeira no VPP (61,1%) e VPN (95,8%). O mesmo se verifica para estes testes quando
tendo em conta apenas o estado pés-menopausa, com também o VPP a melhorar ligeiramente para o
HE4 isolado e combinacdo CA-125 + HE4 (87,5% para ambos). A especificidade no estado pré-
menopausa melhora consideravelmente para a combinacdo CA-125 ou HE4 (88,2%). Os restantes
indices mantém-se ou apresentam melhores resultados com os cut-offs referenciados pelos kits
comerciais. Os indices do algoritmo ROMA mantém-se quando aplicado os valores de cut-off
determinados por Moore et al. [119] (Tabela Suplementar B). Com o ajuste dos valores de cut-off do
presente estudo, o algoritmo ROMA apenas deixou de classificar um CO (contra 2 CO ndo
classificados pelo CA-125), classificando 7 tumores benignos como de alto risco de malignidade
(contra 10 classificados pelo CA-125). Na pds-menopausa, fez com que todos os CO fossem
corretamente classificados pelo ROMA (contra 1 CO néo classificado pelo CA-125), classificando 3
tumores benignos como de alto risco (0s mesmos classificados pelo CA-125). O HE4 ndo classificou
corretamente 5 CO, classificando 5 tumores benignos como de alto risco. Na pos-menopausa, néo

classificou corretamente 4 CO, classificando apenas 1 tumor benigno como de alto risco.
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Na incluséo dos controlos saudaveis no grupo GB para comparacédo com CO ((GB + controlos) vs.
CO), e na comparagdo com GB vs. CO, com os valores de cut-off referenciados pelos kits, a
especificidade e o VPN melhoram para todos os testes, observando o mesmo no estado pés-
menopausa, e na especificidade na pré-menopausa. O mesmo se observa com os valores ajustados no
presente estudo, com exce¢do na pré-menopausa, na especificidade para a combinacdo CA-125 ou

HEA4. Os restantes indices mantém-se ou diminuem (Tabela Suplementar C).

Foram confecionadas curvas ROC para os marcadores CA-125 e HE4 e algoritmo ROMA, em que a
precisao foi calculada pelo AUC. O CA-125 demonstrou uma maior AUC (0,878), seguido do ROMA
(0,875) e HE4 (0,786). Quando combinados os marcadores tumorais, a AUC obtida foi de 0,856, um
valor mais alto que o HE4 isolado e quase idéntico a do CA-125 isolado e ROMA (Figura 9). No
estado pos-menopausa, hd um aumento da precisdo dos marcadores tumorais e algoritmo ROMA,
sendo a AUC mais alta para CA-125 isolado e para a sua combinacdo com HE4 (0,958 para ambos),
seguidos do ROMA (0,937) e HE4 (0,860) (Figura 10).
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Figura 9 - Curvas ROC e AUC para os marcadores CA-125 e HE4 e algoritmo ROMA, no
diagnostico de cancro do ovario em relacédo as condi¢des ginecoldgicas benignas.
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Figura 10 - Curvas ROC e AUC para os marcadores CA-125 e HE4 e algoritmo ROMA, no
diagnostico de cancro do ovario em relagéo as condigdes ginecoldgicas benignas, na p6s-menopausa.
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5. Discussao

Para além de ndo possuir um programa de rastreio consolidado, ao contrario de outras neoplasias na
area ginecoldgica, o CO possui uma sintomologia rara e pouco especifica, levando assim a que a
maioria dos casos de CO sejam diagnosticados ja& em estadios avancados [93, 98]. Apesar de nos
altimos anos terem havido avangos no campo da cirurgia citoreductiva e quimioterapia, levaram
apenas a uma melhoria modesta na sobrevivéncia global [149]. A avaliacdo de uma massa anexial
suspeita passa essencialmente por um exame pélvico, ecografia e doseamento de marcadores tumorais
[150]. A utilidade da ecografia na avaliacdo de uma massa anexial é colocada em causa por certos
autores, devido a analise utilizador-dependente dos dados ecograficos [119]. Os marcadores tumorais,
dado a sua relacdo custo-efeito, objetividade e comparabilidade, sdo habitualmente os primeiros
exames complementares a que se recorrem como auxiliares de diagnéstico de CO [102, 151]. No
entanto, o diagndstico clinico € cirdrgico, com estudo histolégico do tumor [103]. O CA-125 continua
a ser o Unico marcador tumoral aprovado para o diagnoéstico clinico de CO [150], apesar das
limitacBes evidenciadas na sua especificidade [93, 96-98] e sensibilidade em estadios iniciais [94].
Torna-se assim fundamental descobrir marcadores tumorais com a capacidade de diferenciacao pré-
operatdria entre massas anexiais benignas e malignas, que possam complementar ou substituir o CA-
125. O seu estabelecimento na préatica clinica seria de relevante importancia, ndo s6 para a
referenciacdo priorizada e atempada de mulheres com CO para servigos especializados em
ginecologia oncoldgica, mas também para evitar cirurgias eventualmente desnecessarias em mulheres
com massas anexiais benignas que seguem uma conduta expectante ou conservadora, e que ndo
necessitam assim de tratamento cirdrgico, como no caso dos quistos funcionais [152]. O HE4 tem
sido proposto como um marcador emergente no diagndéstico diferencial de massas anexiais, mas 0s
resultados ndo séo consistentes entre os estudos e as populacoes estudadas [121, 145, 153-155]. Para
distingdo da malignidade das massas anexiais, Moore et al. [119] propds a interpretacdo combinada
dos niveis séricos de CA-125 e HE4 através do algoritmo ROMA, mostrando um melhor poder de
diagnostico que o IRM, o indice de malignidade utilizado atualmente [120]. No sentido de acrescentar
mais evidéncia quanto a utilidade de CA-125 e HE4 na dete¢do de CO e diferenciacdo de massas
anexiais benignas, o presente estudo prop6s-se a analisar ambos os marcadores (isoladamente, em
conjunto ou interpretados pelo algoritmo ROMA), numa amostra de mulheres saudaveis, com

condi¢Oes ginecoldgicas benignas, borderline e CO, na Regido Autbnoma da Madeira.

No recrutamento de participantes para o presente estudo, realizado pela equipa do Servigo de

Ginecologia e Obstetricia do Hospital Dr. Nélio Mendonca durante 22 meses, 12 mulheres foram
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diagnosticadas com CO. Esta proporc¢édo vai de encontro a prevaléncia e incidéncia muito baixa de
CO na populacdo em geral [1] e aos ultimos dados estatisticos do nosso conhecimento, quanto a
incidéncia desta neoplasia na R.A.M. [5]. Em relacdo aos achados clinicos, observou-se uma maior
prevaléncia dos tumores benignos nas mulheres pré-menopausa (56,7%), e de CO nas mulheres p0s-
menopausa (91,7%), o que vem a confirmar os resultados de outros estudos [97, 119, 121] e a
corroborar a maior probabilidade de uma massa anexial em mulheres pds-menopausa de ser maligna.
A média de idades encontrada no grupo CO (59,8 £ 11,2) foi semelhante a de outros paises europeus
[121, 156].

Quanto aos achados laboratoriais, foram observadas algumas diferencas estatisticas entre 0s grupos
amostrais em alguns dos parametros hematoldgicos (eritrocitos, hematdcrito, VGM, HGM, CHGM,
plaquetas, leucdcitos, neutréfilos e monadcitos) e perfil bioquimico (proteinas totais e albumina),
apesar das suas medias se encontrar dentro dos respetivos intervalos de referéncia, com exce¢do dos
neutrofilos (7,3 = 2,9) em mulheres com CO. Estas diferencas estatisticas observadas poderdo se
dever: i) as variaveis dependentes do paciente, tais como: os habitos tabagicos (que pode levar a um
ligeiro aumento da concentracdo de albumina, dos valores do hematécrito, VGM e HGM) [157, 158];
a ansiedade ou stress mental (ansiedade antes da flebotomia ou stress pré-operatorio) que pode levar
a um aumento da contagem de leucdécitos [159] e a uma diminui¢do das concentracdes de albumina
em até 5% [157]; a variacdo circadiana que pode afetar a contagem de neutrdéfilos, podendo verificar
um aumento de 61% em relacdo a sua contagem nadir, e a concentracdo das proteinas totais que pode
variar em até 10% ao longo do dia, sendo esta variagdo maior para as proteinas individuais, como a
albumina [157]; ii) as varidveis ndo dependentes do paciente, como a idade, em que as concentracdes
de albumina tendem a decrescer [157] e 0 VGM e a contagem de eritrdcitos aumentar com o0 avango
da idade [158]. Em relacdo a contagem plaquetar, 10 a 50% dos tumores sélidos tém a capacidade de
promover a estimulacéo plaquetar, provavelmente no sentido de coadjuvar a sua progressdo tumoral
[160], e dai o possivel aumento observado nas mulheres com CO. Um aumento na contagem de

neutrofilos e mondcitos também pode ser observado em mulheres com tumores sélidos [161].

Como esperado e observado na maioria dos estudos [98, 107, 115, 145], os niveis séricos de HE4 e
CA-125 nas mulheres p6s-menopausa em estudo encontravam-se significativamente mais elevados
no grupo CO em relagdo aos grupos saudaveis e GB. Nao foram encontradas diferengas nos niveis de
HE4 e CA-125 entre GB e controlos saudaveis pos-menopausa. Por outro lado, na pré-menopausa,
CA-125 é significativamente mais elevado (4-fold) em GB do que em controlos saudaveis, com CA-
125 a encontrar-se acima dos valores de cut-off no grupo GB, néo se observando diferencas para HE4.

Apesar de estudar apenas 12 mulheres saudaveis e ndo indicar o estado de menopausa, Montagnana
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et al. [162] observou um aumento significativo de HE4 nos tumores benignos (2-fold) e em CO (10-

fold), relativamente as mulheres saudaveis.

O valor de cut-off de CA-125 foi introduzido por Bast et al. [85] a partir da distribuicdo dos seus
valores em 888 individuos saudaveis, em que 99% apresentaram valores abaixo dos 35 U/mL.
Embora alguns autores [163] recomendam a utilizacdo de diferentes valores de cut-off de acordo com
0 estado de menopausa, 35 U/mL tem sido o valor de cut-off standard de CA-125 para o diagndstico
de CO, independentemente do estado de menopausa [102] e imunoensaio [109]. Os resultados do
nosso estudo corroboram a utilizagdo de um unico cut-off, uma vez que os valores de CA-125 néo
apresentam diferenca estatistica nos grupos pré- e pds-menopausa em mulheres saudaveis
(respetivamente 12,1 + 7,7 U/mL e 11,0 £ 7,8 U/mL, p=0,694) (Tabela Suplementar F). Quanto a
HE4, a sua avaliacdo como potencial marcador para diagnéstico precoce de CO tem sido limitado
pelo ndo estabelecimento de um valor de referéncia [108, 109]. Na avaliagdo do HE4 em 1101
mulheres saudaveis, Moore et al. [113] obteve uma média significativamente mais alta para as
mulheres p6s-menopausa em relacdo as pré-menopausa (respetivamente 57,6 e 46,6 pmol/L,
p<0,001). Outros estudos [153, 164] e kits comerciais [146, 153] apontam nesse sentido,
recomendando a utilizacdo de diferentes valores de cut-off de acordo com o estado de menopausa.
N&o obstante, a literatura ndo é consensual e a maioria dos estudos avalia o desempenho de HE4 no
diagnostico de CO utilizando apenas um valor de cut-off, independente do estado de menopausa
(Tabela Suplementar G). No presente estudo, os niveis séricos de HE4 em mulheres saudaveis
variaram entre 36,7 e 95,8 pmol/L (dados ndo apresentados). Observou-se ainda que 0s niveis séricos
em mulheres saudaveis pds-menopausa encontram-se significativamente mais elevados do que em
mulheres saudaveis pré-menopausa (57,7 £ 15,3 pmol/L vs. 43,8 + 6,4 pmol/L, p=0,003) (Tabela
Suplementar F). Tendo em conta estes resultados e considerando a recomendacgéo do kit comercial
utilizado, a analise de HE4 no presente estudo baseou-se em diferentes cut-off pré- e pds-menopausa.
Utilizando-se os valores de cut-off indicados pelos kits comerciais, 0 CA-125 (35 U/mL) classificou
corretamente 96,7% das mulheres saudaveis deste estudo, e 0 HE4 (pré-menopausa 92,1 pmol/L; pos-
menopausa 121 pmol/L) classificou corretamente todas as mulheres saudaveis (Tabela Suplementar
D). Os valores de cut-off de HE4 do kit comercial sdo muito semelhantes aqueles determinados por
Moore et al. [113] a um percentil 95 (pré-menopausa 89,1 pmol/L; pés-menopausa 128 pmol/L),

embora com um imunoensaio diferente (EIA, Enzyme-linked immunosorbent assay).

A literatura aponta que condicGes ginecoldgicas benignas podem elevar os niveis séricos de CA-125
em 30-41% das mulheres e de HE4 em 8-10% das mulheres [107, 148]. Estes dados vao de encontro

aos resultados encontrados deste estudo, em que os niveis de CA-125 encontraram-se falsamente
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elevados em 33,3% dos tumores benignos, em contraste com 10,0% de HE4. Estes resultados devem-
se sobretudo aos valores encontrados nos endometriomas, que apesar de representarem apenas 16,7%
dos tumores benignos, 80,0% revelaram-se positivos para CA-125 e todos revelaram-se negativos
para HE4 enquanto que, nos tumores epiteliais benignos observaram-se 27,8% e 11,1% positivos para
CA-125 e HE4, respetivamente. O algoritmo ROMA demonstrou um igual desempenho ao CA-125
em relacdo aos tumores epiteliais benignos (27,8%), e ao HE4 em relacdo aos endometriomas (0%).
Holcomb et al. [148], em seu estudo, também observou um aumento dos niveis de CA-125 em 80,0%
das mulheres com endometrioma/endometriose, em contraste com os 37,0% observados nos tumores
epiteliais benignos, enquanto que o HE4 apenas revelou-se positivo em 16,0% dos tumores epiteliais
e em nenhum dos endometriomas/endometriose. Por outro lado, Bandiera et al. [153], observou
40,6% de falsos positivos de CA-125 nas mulheres pré-menopausa em relacdo aos 17,1% nas
mulheres pos-menopausa, com ambos HE4 e 0 ROMA a se encontrar elevado em apenas 5,8% das
mulheres pré-menopausa e em 1,0% e 15,6% das mulheres p6s-menopausa, respetivamente.
Comparavelmente, em nosso estudo, 0 CA-125 encontrou-se positivo em 41,2% das mulheres pré-
menopausa, em contraste com os 23,1% nas mulheres pds-menopausa, com 0 HE4 em 11,8% e 7,7%,
e 0 ROMA em 23,5% e 23,1%, respetivamente.

Chung et al. [165], na comparacdo das médias séricas dos marcadores tumorais entre 0os tumores
benignos, observou um aumento significativo de CA-125 nos endometriomas em relacdo aos
restantes tumores benignos (respetivamente 32,0 U/mL e 17,9 U/mL, p=0,030), ao contrario do que
foi observado para o0 HE4 (respetivamente 19,0 pmol/L e 18,2 pmol/L, p=0,490). No presente estudo,
e embora comparando apenas entre 0s dois subtipos predominantes, foram encontrados resultados
similares, observando um aumento significativo de CA-125 nos endometriomas em relacdo aos
tumores epiteliais benignos (71,9 + 30,4 U/mL vs. 29,6 £ 39,6 U/mL, p=0,011), e para 0 HE4 n&o se
verificou esta diferenca estatistica (43,7 £ 5,7 pmol/L vs. 56,9 + 358 pmol/L, p=0,823).
Consequentemente, como a maior parte dos tumores benignos da nossa amostra, e 0s endometriomas
em particular, ocorrem em mulheres pré-menopausa, verifica-se um aumento significativo de CA-
125 na pré-menopausa quando comparada com a pds-menopausa (47,2 £ 10,7 U/mL vs. 23,7 £ 9,5
U/mL, p=0,028). O aumento serico e a elevada proporcao de falsos positivos apresentado pelo CA-
125 nas mulheres pré-menopausa, leva a que na pratica clinica, mulheres na pré-menopausa com
massa anexial e um valor de CA-125 superior a 200 U/mL e mulheres na pds-menopausa com um
valor de CA-125 superior a 35 U/mL, tendo ainda em consideracdo outras determinantes (como por
exemplo, a presenca de ascites ou evidéncia de metastases a distancia ou abdominais), sejam
reencaminhadas para centros especializados em ginecologia oncoldgica [57]. No grupo pré-

menopausa do presente estudo, nenhuma mulher com um tumor benigno apresentou valores de CA-
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125 acima dos 200 U/mL, e de entre as mulheres pds-menopausa, duas mulheres (15,4%)
apresentaram valores acima dos 35 U/mL, mas nenhuma das duas apresentou niveis de HE4 acima

do seu cut-off (dados néo apresentados).

Na avaliagdo da frequéncia de tumores malignos acima dos valores de cut-off dos marcadores
tumorais e algoritmo ROMA, o CA-125 foi o marcador a mostrar melhor capacidade na detecdo dos
carcinomas primarios, sendo todos positivos para este marcador. Para 0 HE4 e ROMA, a frequéncia
de positivos dependeu do subtipo histolégico, com 80% dos serosos e 50% das células claras a serem
positivos para 0 HE4, e os carcinomas endometridides a serem negativos para o HE4 e também para
o algoritmo ROMA, com este Gltimo a ser positivo para 0s restantes carcinomas primarios. As
diferencas na frequéncia de tumores positivos de ambos os marcadores tumorais, de acordo com o
subtipo histoldgico, realcam a heterogeneidade na expressdo celular apresentada por esta neoplasia.
Galgano et al. [111], na avaliagdo da expressdo genica de HE4 por imuno-histoquimico em tecido
ovarico maligno, observou uma forte expressdo de HE4 em quase todos 0s tumores serosos, variando

nos tumores das células claras e endometrioide.

A avaliacdo das médias séricas de ambos os marcadores tumorais mostrou-se associada ao subtipo
histologico do tumor maligno, corroborando a proporcao de tumores malignos positivos observados
neste estudo para ambos os marcadores tumorais, com 0s niveis mais elevados a serem observados
no subtipo seroso (CA-125 806,0 + 506,8 U/mL; HE4 845,2 + 827,0 pmol/L) e os mais baixos no
subtipo endometrioide (CA-125 70,6 + 35,0 U/mL; HE4 46,8 £ 21,8 pmol/L), em que apenas a média
de HE4 neste Gltimo grupo esta abaixo do seu valor de cut-off, ao contrario do que foi encontrado em
alguns estudos [107, 153, 166], em que se observou um aumento da média sérica de HE4 acima do
seu cut-off, no subtipo endometridide. Esta diferenca podera ser devido ao baixo nimero de amostras
do subtipo endometrioide analisadas no presente estudo. Fujiwara et al. [145], avaliou as médias
séricas de ambos os marcadores tumorais de acordo com o subtipo histolégico, e observou um
aumento estatistico de ambos os marcadores, na relacdo dos tumores serosos com 0S Mucinosos
(p=0,011, para ambos os marcadores) e células claras (p<0,010 para ambos). Lenhard et al. [166],
com um maior nimero de tumores endometrioides analisados, observou um aumento estatistico de
CA-125 no subtipo seroso em relacdo aos endometrioides (656,5 vs. 70,3 U/mL, p=0,006), e de
ambos os marcadores com os mucinosos (CA-125 656,5 vs. 126,5 U/mL, p=0,001; HE4 386,0 vs.
74,1 pmol/L, p=0,003). Devido ao baixo numero de amostras por subtipo histologico analisadas no
presente estudo, ndo foi possivel a comparagéo estatistica das médias sericas dos marcadores tumorais
entre cada subtipo. Contudo, avaliando a relacdo entre o subtipo seroso com 0s restantes subtipos

histologicos encontrados, e embora sem ter observado diferenca estatistica para o HE4, verificou-se
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um aumento serico de ambos os marcadores tumorais no subtipo seroso em relagcdo aos ndo serosos
(CA-125 806,0 £ 225,8 vs. 122,0 £ 99,5 U/mL, p=0,004; HE4 845,2 + 827,0 vs. 199,4 + 247,2
pmol/L, p=0,062).

Considerando o estddio FIGO, pOde-se observar no presente estudo que 80% dos carcinomas
detetados nos estadios avancados eram do subtipo seroso, enquanto que nos estadios iniciais apenas
20% eram serosos, 0 que vem realcar a rapida capacidade de disseminacao destes tumores pela pélvis
ainda durante o seu desenvolvimento. Estes resultados e proporc6es vao de encontro aos resultados
de Gilks et al. [167] e de Azzam et al. [115]. A predominancia do subtipo seroso nos estadios
avancados é responsavel pelo aumento sérico dos marcadores tumorais nos estadios avancados (CA-
125 768,7 £548,3 U/mL; HE4 830,0 £ 842,8 pmol/L), em relacdo aos estadios iniciais (CA-125 200,5
+135,3 U/mL; HE4 277,0 £ 263,6 pmol/L). Uma anélise de expressdo de 21 biomarcadores de acordo
com o subtipo histologico, demonstrou que os marcadores CA-125 e HE4 diferem entre os varios
subtipos histoldgicos e acrescenta que, dentro de cada subtipo histoldgico, a sua expressao é constante
ao longo dos estadios FIGO [112].

A sensibilidade do HE4 e do algoritmo ROMA, encontrada neste estudo (respetivamente 50,0% e
66,7%), demonstraram ser inferior ao CA-125 (83,3%) no diagnostico de CO. Além disso, 0 CA-125
demonstrou melhor VPN (90,9%) que HE4 (81,8%) e ROMA (85,2%). Estes resultados similares
também foram observados por varios grupos de investigacdo [153, 168, 169] mas nao véo de encontro
aos resultados da maior parte dos estudos [92, 107, 114, 115, 119, 145, 148, 154, 170]. Por exemplo,
no estudo de Moore et al. [114], quando comparado com 0s outros 7 potenciais marcadores, a
diferentes especificidades (90,0%, 95,0% e 98,0%) e usando como referéncia a sensibilidade de CA-
125 (61,2%, 43,3% e 23,9%, respetivamente), o HE4 isolado demonstrou uma melhor sensibilidade
(77,6%, 72,9% e 64,2%, respetivamente) assim como quando combinado com CA-125 (80,7%,
76,4% e 71,6%, respetivamente), e ainda com o HE4 a encontrar-se elevado em metade dos CO com
valores normais para CA-125, o que também ndo foi observado no nosso estudo, com todos os CO
diagnosticados por HE4 a serem também positivos para CA-125. Num estudo posterior [119], a uma
especificidade fixada em 75,0%, a sensibilidade e o0 VPN encontrado por este autor para 0 ROMA
foram de 88,7% e 93,9%, respetivamente. Resultados muito acima daqueles encontrados no nosso
estudo. As diferencas encontradas entre estudos podem dever-se a diferentes critérios de selecdo de
pacientes, proporcao e heterogeneidade dos subtipos histologicos encontrados, métodos de ensaio
e/ou valores de cut-off utilizados. No estado de menopausa de maior risco, 0 CA-125 voltou a
demonstrar uma melhor sensibilidade (90,9%) do que HE4 (54,5%) e ROMA (72,7%). Na pré-

menopausa, ndo foi possivel avaliar a sensibilidade dos marcadores e algoritmo ROMA, porque s
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foi diagnosticado uma mulher na pré-menopausa com CO. Contudo, certos estudos [168, 169]
demonstraram uma melhor sensibilidade de CA-125 em relagdo ao HE4 e ROMA na pré-menopausa,

embora o inverso também foi verificado por outros [145, 148].

No que diz respeito aos tumores borderline, apesar da grande maioria apresentar um comportamento
bioldgico benigno [16], o tratamento standard é cirurgico [52]. A inclus@o destes tumores no grupo
CO, e como observado por outros [123, 148], levou a uma diminuic¢do dos valores de sensibilidade
dos marcadores CA-125 (66,7%), HE4 (40,0%) e algoritmo ROMA (53,3%) (resultados ndo
apresentados). Contudo, estes tumores apresentam um melhor progndstico do que os CO, com a taxa
de sobrevivéncia aos 5 anos a ser de quase de 100% nos estadios iniciais e a variar entre 0s 86-92%
nos estadios avancados [16]. Assim, um atraso no seu diagnostico ou no seu reencaminhamento para
centros especializados, tem um menor impacto no seu prognostico. Por outro lado, a exclusao das
metastases do grupo CO, levou a um aumento da sensibilidade dos marcadores CA-125 (100%) e
HE4 (60,0 %) e algoritmo ROMA (80,0%) (resultados ndo apresentados). Este resultado pode dever-
se ao facto dos marcadores CA-125 e HE4 ndo serem especificos para as neoplasias do trato
gastrointestinal e da mama. Uma vez que 6-7% dos CO sdo metéstases, sobretudo provenientes de
tumores priméarios do trato gastrointestinal e da mama [8], quando clinicamente indicados, 0s
marcadores tumorais CA-125 e HE4 devem ser acompanhados por outros marcadores especificos
[52].

A especificidade e VPP de CA-125 encontrada por varios estudos variou entre 59 a 86% [92, 107,
153, 154, 168, 169] e 36 a 81% [107, 153, 154, 168], respetivamente. Em nosso estudo, a
especificidade e VPP obtida para o0 CA-125 no diagnostico de CO foi, respetivamente, 66,7% e
50,0%, o que esta de acordo com o observado na literatura. De entre as restantes analises deste estudo,
aquela que obtém melhor especificidade e VPP refere-se a combinacdo CA-125 + HE4 (93,3% e
75,0%, respetivamente), seguida de HE4 isolado (90,0% e 66,7%, respetivamente) e algoritmo
ROMA (76,7% e 53,3%, respetivamente). Como esperado, devido ao elevado nimero de falsos
positivos apresentado pelo CA-125, em particular na pré-menopausa, a combinacdo CA-125 ou HE4
ndo reduz o namero de falsos positivos de CA-125 (especificidade 63,3%), observando ainda uma
reducdo de 26,7% na especificidade de HE4 isolado (90,0% vs. 63,3%). A especificidade e VPP de
CA-125 aumenta no grupo pés-menopausa (76,9% para ambos) mas os melhores indices séo
igualmente apresentados por HE4 isolado e combinado com CA-125 (CA-125 + HE4) (ambos 92,3%
e 87,5%, respetivamente). Chang et al. [171] observou resultados semelhantes aos nossos quando
considerou a combinagdo CA-125 + HE4, alcangando uma especificidade méaxima de 99,0%, a qual
representa um aumento de 13,0% e 2,0% na especificidade do CA-125 (86,0%) e HE4 (97,0%)
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isolados, respetivamente. Quando considerou a combinacdo CA-125 ou HE4, observou uma reducéo
de 12% na especificidade de HE4 isolado (97,0% vs. 85,0%).

Neste estudo, a boa especificidade alcancada pelo HE4, isolado e combinado com CA-125, é realcada
aquando na avaliacdo da sua sensibilidade no diagndstico de tumores benignos (Tabela Suplementar
E). A sensibilidade de CA-125 no diagndstico dos tumores benignos (33,3%) foi muito superior a de
HE4 (10,0%), e a combinacdo CA-125 + HE4 ndo melhorou este indice (6,7%). Pelo estudo de
mulheres pré-menopausa com tumores benignos, verificou-se ainda um aumento da sensibilidade de
CA-125 (41,2%) e apenas um ligeiro aumento para o HE4 (11,8%), com a combinagdo CA-125 +

HE4 a resultar novamente na sensibilidade mais baixa (5,9%) (Tabela Suplementar E).

Quando aplicado ao ROMA os valores de cut-off definidos a uma especificidade de 75% estimada a
partir das amostras do presente estudo (pré-menopausa 11,9; p6s-menopausa 17,7), houve um
aumento de 25% na sensibilidade (91,7%), com ligeira diminuicao da especificidade para diagndéstico
de CO. Observou-se também um aumento de 8% e 11% no VPP e VPN, respetivamente (Tabela
Suplementar B). Alguns estudos também observaram um aumento na sensibilidade do ROMA, com
ligeira diminuicdo da sua especificidade, aquando do ajuste dos seus valores de cut-off, para a
respetiva populacédo estudada [123], enquanto que outros ndo verificaram grandes melhorias [121,
155]. Com o ajuste dos valores para HE4 (pré-menopausa, 59,3 pmol/L; p6s-menopausa, 94,7
pmol/L) estimadas a um percentil 93,33% da distribuicdo dos seus niveis nos controlos saudaveis, a
especificidade (83,3%) e VPP (58,3%) foram inferiores as referenciadas pelo kit (90,0% e 66,7%,
respetivamente). Contudo, houve um ligeiro aumento da sua sensibilidade (58,3 vs. 50,0%) e VPN
(83,3 vs. 81,8%). A combinacdo CA-125 ou HE4 nédo trouxe melhorias ao nivel de qualquer indice.
Para 0 HE4, em alguns estudos obtiveram melhores resultados com o ajuste dos seus valores a
populacdo em estudo [123, 155, 168], enquanto outros demonstraram melhores resultados com
aqueles referenciados pelos kits [171]. Realca-se assim a necessidade de cada laboratorio averiguar a
transferibilidade dos valores de cut-off indicados pelos kits comerciais para a sua prépria populacéo,
e se necessario ajusta-los, uma vez que diferentes cut-offs tém diferentes impactos na sensibilidade e

especificidade.

No que concerne a avaliacdo da precisdo na diferenciagdo das massas anexiais benignas de malignas,
0 CA-125, o marcador tumoral recomendado pelas guidelines atuais [150] obteve a melhor precisao
(AUC 0,878) no nosso estudo. A analise dos niveis séricos de HE4 ndo revela um aumento da preciséo
(AUC 0,786) e a sua analise combinada (CA-125 ou HE4, AUC 0,856; ROMA, AUC 0,875)
apresenta valores de precisdo equivalentes aos de CA-125 isolado. O algoritmo ROMA demonstra

assim um equilibrio de ambos 0s marcadores tumorais, conseguindo alcancar a boa sensibilidade de
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CA-125 e a especificidade de HE4. S0 poucos os estudos [153, 156] que estdo de acordo com 0s
nossos resultados, com a maioria a demonstrar uma melhor precisdo para o HE4 [92, 96, 107, 145,
165, 172] ou para o algoritmo ROMA [97, 123, 154, 155, 168]. Por exemplo, num recente estudo de
Richards et al. [172], a melhor precisdo observada foi para o HE4 (0,756), seguido do ROMA (0,741)
com o CA-125 a demonstrar uma precisao inferior (0,607). Ja no estudo de Cho et al. [154], a melhor
precisao foi para 0 ROMA (0,860), seguido do HE4 (0,859) e novamente com o CA-125 a demonstrar
a menor precisdo (0,755). Se considerar o estado de menopausa, 0 CA-125 isolado ou combinado
com HE4 (CA-125 ou HE4) demonstraram a melhor precisdo (AUC 0,958 para ambos) na pos-
menopausa, equivalente ao ROMA (AUC 0,937) e superior a HE4 (AUC 0,860). Gorp et al. [121]
observou resultados semelhantes, demonstrando ainda um melhor poder de diagnostico para o CA-
125 (AUC 0,856) e ROMA (AUC 0,846) em relacdo ao HE4 (AUC 0,833) na distin¢do de massas
anexiais benignas e malignas em mulheres pré-menopausa. Pelas raz@es ja referidas, no nosso estudo
ndo foi possivel avaliar o poder de diagnostico dos marcadores e algoritmo ROMA na pré-

menopausa.

Sendo o CO uma neoplasia cujo o seu diagndéstico definitivo é adquirido apenas através de cirurgia,
um teste de diagndstico tera que ter um VPP razoavelmente alto, sendo esta mais dependente da
especificidade, de modo a maximizar os verdadeiros-positivos e minimizar assim as cirurgias
eventualmente desnecessarias. No entanto, sendo o tratamento de CO mais eficaz aquando da sua
detecdo precoce, um teste também terd que ter uma alta sensibilidade de modo a minimizar os falsos-
negativos. Infelizmente, 0 CA-125 continua a apresentar debilidades em pelo menos um dos indices,
porém, o HE4 e algoritmo ROMA néo ficam atras. Os bons resultados demonstrados pelo HE4 na
monitorizacao de recorréncias e progndstico da doenca [140-142], levou a sua aprovacéo pela Food
and Drug Administration (FDA) [84]. Contudo, como teste de diagndstico, os estudos realizados até
agora demonstram resultados desconcordantes ou inconclusivos, que o HE4, quer isolado ou
acompanhado pelo CA-125, € melhor que CA-125 isolado no diagnostico de CO. Na verdade, estudos
meta-analiticos ja realizados ndo demonstraram ser conclusivos, com uns serem a favor do HE4 [173]
e algoritmo ROMA [125], e outros do CA-125 com melhor especificidade para o0 HE4 [94]. Segundo
um dos guidelines atuais [150], 0 CA-125 continua a ser o Unico marcador tumoral recomendado para
o0 diagndstico de CO, e por isso, uma eventual aplicacdo de HE4 na pratica clinica para diagndstico
de CO terad que ter em conta algumas prudéncias, como consideracdo da populacdo que esta a ser

estudada e o método de ensaio e/ou o valor de cut-off usado pelo laboratério.

Neste momento, sdo diversos os imunoensaios disponiveis para a quantificacdo dos marcadores CA-

125 e HE4, e 0 nosso estudo, € um dos poucos que avaliou o desempenho de ambos os marcadores
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tumorais e algoritmo ROMA, com utilizacdo do método ECLIA, e o Unico, que seja do Nnosso
conhecimento, nesta populacdo. Contudo, devido ao facto do tamanho amostral deste estudo ser
relativamente pequena, sera necessario o estudo de um maior nimero de amostras para avaliar a
utilidade do HE4 e ROMA no diagnostico de CO, de modo a consolidar e validar os resultados deste
estudo, incluindo os indices de avaliacdo na detecdo de estadios precoces de CO e distincdo de
subtipos histolégicos. Segundo os guidelines do CLSI C28-A3, um nimero minimo de 120 individuos
saudaveis € o necessario para definir os valores de referéncia para cada subgrupo, a um percentil 95
[174].
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6. Conclusao

O HE4 e o algoritmo ROMA demonstraram uma melhor especificidade e VPP em relagdo ao
marcador CA-125, porém, uma menor sensibilidade e VPN. O CA-125 continua a ser o teste de
diagnostico a apresentar a melhor precisdo na diferenciacdo de massas anexiais benignas de malignas,

com o algoritmo ROMA a demonstrar equivalente precisdo a do CA-125.

Apesar das limitagdes existentes neste trabalho, sobretudo no tamanho amostral, neste estudo o CA-
125 demonstrou uma utilidade clinica superior a de HE4 e algoritmo ROMA na diferenciacao de
massas anexiais. Contudo, devido a sua boa especificidade, o HE4 podera ter aplicacdo clinica na

estratificacdo de risco de algumas massas anexiais, nomeadamente nos endometriomas.
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8. ANEXOS
ANEXO A - DOCUMENTO DE INFORMACAO AO SUJEITO DA INVESTIGACAO

NOME DO ESTUDO: CA-125 e HE4: o seu papel como biomarcadores em cancro do ovario.

INVESTIGADOR: . Orientadora ., Co-orientador

Contactos:

Foi-lhe pedido para participar num estudo de investigagdo, no ambito de desenvolvimento de
Projeto/Dissertacdo de Mestrado, que pretende ajudar a compreender melhor o papel dos
biomarcadores CA-125 e HE4 na detecdo precoce de cancro do ovario. Para este estudo serdo
recrutados participantes com cancro do ovario, condi¢des ginecolégicas benignas e de baixo potencial
maligno e individuos saudaveis, para efeitos de comparacéo dos niveis séricos destes marcadores, ja
que podem estar também elevados em outras situacdes patoldgicas e ndo patoloégicas que nao cancro
do ovério. A sua participacdo neste estudo implica a contribuicdo com uma amostra de sangue e
significa que a sua informacéo e resultados das analises laboratoriais serdo analisados juntamente
com as informacdes recolhidas de outras pessoas, que integram um dos grupos de estudo. A sua
identificacdo bem como os resultados das analises serdo confidenciais.

QUAL E O OBJECTIVO DESTE ESTUDO?

Este estudo tem como objetivo avaliar a utilidade dos marcadores tumorais CA-125 e HE4 como
auxiliares no diagnostico clinico do cancro do ovario e sua detecdo precoce, em estadios trataveis. O
estudo ird recolher informacdo e resultados das analises laboratoriais de utentes que acedem aos
servicos do Hospital Dr. Nélio Mendonca. Os dados recolhidos poderdo ajudar na acdo médica e

reduzir a mortalidade pela doenca.

O QUE E QUE ESTE ESTUDO ENVOLVE?

Ser-lhe-4 pedido para contribuir com uma amostra de sangue, cujo o seu procedimento de recolha
levara cerca de 5 minutos. Os tubos serdo armazenados a -20°C até ao doseamento. A informacéo
recolhida ser4 armazenada juntamente com as informaces de outras pessoas com as mesmas

condicbes de salde.

A QUEM E PEDIDO PARA PARTICIPAR NESTE ESTUDO?

81



Foi-lhe pedido para participar neste estudo por pertencer a um dos seguintes grupos:

- Pacientes com cancro do ovario;
- Pacientes com condicdes ginecologicas benignas e de baixo potencial maligno;

- Participantes saudaveis.
EXISTEM RISCOS NESTA PARTICIPACAQ?

Os riscos associados sao unicamente os inerentes a recolha de sangue por venipunctura, procedimento

que ja é habitual no respetivo servigo.
EXISTEM BENEFICIOS POR PARTICIPAR?

N&o ird receber nenhum beneficio imediato por participar neste estudo. No entanto, a informacao

recolhida no estudo podera vir a beneficiar no futuro pessoas com cancro do ovario.

QUEM TERA ACESSO A MINHA INFORMAGCAOQ?

Né&o ha identificacdo do seu nome em nenhum relatério. Todos os relatorios e materiais pertencentes
a este estudo serdo mantidos confidenciais. Contudo, ndo podemos garantir confidencialidade
absoluta. A sua informacio pessoal pode ser revelada se solicitada pelas vias legais. E também
possivel que a informacdo deste estudo seja divulgada e/ou publicada no futuro. Neste caso, a sua
identidade sera confidencial e ndo sera revelada na divulgacao. No final do estudo destruiremos todos

os relatérios.
EXISTEM CUSTOS ENVOLVIDOS?

A sua participacdo ndo envolve quaisquer encargos ou despesas da sua parte, com excecao do tempo

necessario para a recolha de sangue.

QUAIS SAO OS MEUS DIREITOS?

A sua participacdo neste estudo € inteiramente voluntaria. Pode recusar participar neste estudo ou
desistir em qualquer altura. Se decidir ndo participar, isto ndo afetara o seu futuro tratamento, ou

direitos de saude e legais.
A QUEM POSSO CONTACTAR SE TIVER ALGUMA QUESTAO OU PREOCUPACAQ?

Se tiver alguma davida sobre os seus direitos como participante, pode contactar 0os nimeros de

telefone acima indicados, Hospital Dr. Nélio Mendonca, Funchal.

82



ANEXO B - DOCUMENTO DE CONSENTIMENTO INFORMADO

Entendo que toda a informacéo derivada do estudo CA-125 e HE4: o seu papel como biomarcadores
em cancro do ovario € propriedade de SESARAM, E.P.E.. Dou 0 meu consentimento para que se
proceda a recolha de sangue e que dados andnimos a meu respeito possam ser guardados e
processados pela Mestranda Dina Rodrigues de Abreu para fins de avaliacdo cientifica. Li (Foi-me
lida) a informacéo mencionada acima. Entendo o significado desta informacéo, e as minhas perguntas
foram satisfatoriamente respondidas. Tive tempo suficiente para decidir sobre a participacdo neste
estudo. Venho por este meio consentir a minha participacao e consentir na recolha, uso e revelacéo
de informacdo. Irei receber uma cdpia deste documento de consentimento informado assinada e
datada.

Assinatura do participante Data
Nome do Representante legal -Se aplicével Data
Nome do Investigador Data
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ANEXO C - INSTRUMENTO DE RECOLHA DE DADOS

1. Idade anos

1.1 Menopausa  Pré

Pos

Comorbilidades

2. Tipo de participante

2.1 CO

2.2 GB

2.3 Borderline

2.4 Saudavel
Resultados

3. laboratoriais

3.1 CA-125 <35 U/mL

3.2 HE4 pmol/L

3.3 Eritrocitos 3,8-5,8 x10° L
3.4 Plaquetas 150-450 x10° pL
35 Hematocrito 37-47 %

Classificacao

2.1.1 histologica
2.2.1 Qual?
2.3.1 Qual?
24.1 Observacdes
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2.1.2 Estadiamento

2.3.2 Estadiamento




3.6

3.7

3.8

3.9
3.10
3.11
3.12
3.13
3.14
3.15
3.16
3.17
3.18
3.19
3.20
3.21
3.22
3.23

Hemoglobina
VGM
HGM

CHGM
Leucdcitos
Basofilos
Eosinofilos
Linfdcitos
Mondcitos
Neutrofilos
Proteinas totais
Albumina
Bilirrubina total
ALT
AST
ALP
Creatinina

Ureia

11,5-16 g/dL

80-100 fL

> 27pg

30-35g/dL

14,5-11 x10° pL

0,0-0,2 x10% pL

0,0-0,5 X103 pL

1,5-4,0 x10° pL

0,0-1,0 X103 pL

1,5-7,1 x10% pL

60-80 g/L

35-48 mg/dL

0,3-1,2 mg/dL

14-54 U/L

8-35 U/L

30-120 U/L 3.24
0,7-1,2 mg/dL

8,0-50 mg/dL 3.25

FSH

Estradiol
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Tabela A - Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos grupos amostrais. Os resultados encontram-se expressos nas suas médias e desvio-padréo.

Controlos GB Borderline CcO P-value* Comparacdes P-value*
(n=30) (n=30) (n=3) (n=12) (Kruskal-Wallis) multiplas (Kruskall-Wallis 1-way ANOVA)
% menopausa 50,0 43,3 66,7 91,7 0,015% - -
Idade (anos * desvio-
padrdo) 49,6 +12,2 49,0+148 57,7+8,6 59,8 +11.2 0,050% - -
Hemograma (valores
de referéncia)
Eritrocitos 43+03 45+04 43+03 4,4+0,6 0,051 - -
(3,8-5,8 x 105 L)
Hematocrito 405+24 39,1+4,0 395+1,0 384+54 0,452 - -
(37-47 %)
Hemoglobina 13,2+0,8 129+14 13,3+0,8 127+1,7 0,910 - -
(11,5-16 g/dL)
VGM 936+34 87,1+4,8 92,2+4,6 875+4,8 <0,001 Controlos vs. GB <0,001
(80-100 fL) Controlos vs. CO 0,001
HGM 304+£1,0 28,6 £2.3 31,0+04 29,0+£2,0 0,001 Controlos vs. GB 0,001
(> 27 pg) Controlos vs. CO 0,027
CHGM 325+0,6 33,0+£0,7 33614 332+11 0,015 Controlos vs. GB 0,017
(30-35 g/dL)
Plaquetas 227,3+46,9 258,4 + 60,6 283,7+27,3 311,7£102,7 0,010 Controlos vs. CO 0,011
(150 - 450 x 10° L)
Leucécitos 6,4+1,2 78+21 76+1,0 9,6 £2,7 <0,001 Controlos vs. GB 0,013
(4,5-11 x 103 uL) Controlos vs. CO <0,001
Neutréfilos 3,4+0,9 50+1,8 52+1.2 71128 <0,001 Controlos vs. GB 0,001
(1,5-7,1 x10% L) Controlos vs. CO <0,001
Linfécitos 2,3+0,6 2,2+0,7 1,8+0,3 1,6+0,6 0,008 Controlos vs. CO 0,002
(1,5-4,0 x 10° pL)
Mondcitos 05+0,1 0,5+0,2 04+0,1 0,7+0,3 0,007 Controlos vs. CO 0,007
(0,0-1,0 x 10% L) GB vs. CO 0,022
Eosindfilos 02+0,1 01+0,1 01+0,1 0,1+09 0,123 - -
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(0,0-0,5 x 10° pL)

Basofilos 0,02 £ 0,04 0,02 £ 0,05 0,03 £ 0,06 0,03 +£0,05 0,486 - -
(0,0-0,2 x 10% pL)
Bioguimica (valores de
referéncia)
Proteinas Totais 722+41 65,8 +11,2 75,3+£2,6 615+10,4 0,002 Controlos vs. CO 0,003
(60-80 g/L)
Albumina 42,3+3,0 40,4 £5,6 42,0+29 355+5,6 0,002 Controlos vs. CO 0,001
(35-48 mg/dL) GB vs. CO 0,016
Bilirrubina Total 0,6+0,2 0,5+0,2 04+0,1 0,6 +0,3 0,185 - -
(0,3-1,2 mg/dL)
ALT 16,7+£6,6 23,1+26,2 25,6 +5,4 23,6 £16,5 0,622 - -
(14-54 U/L)
AST 21,8+6,2 242 +16,9 223+1,7 259+ 13,7 0,784 - -
(8-35 U/L)
Fosfatase Alcalina 749 + 27,2 60,0 + 20,0 87,0+ 25,1 97,4 +48,1 0,015 GB vs. CO 0,018
(30-120 U/L)
Creatinina 09+0,1 0,8+0,1 0,8+0,0 09+0,1 0,041 Controlos vs. GB 0,034
(0,7-1,2 mg/dL)
Ureia 32,8+8,3 30,0+£9,0 31,3+4,0 36,2+ 14,3 0,442 - -
(8,0-50 mg/dL)
CA-125 115+7,6 37,0+41,3 18,0+5,3 407,5+471,0 <0,001 Controlos vs. GB 0,024
(<35U/mL) Controlos vs. CO <0,001
GB vs. CO 0,004
HE4 50,8 +13,5 55,5+ 34,0 51,0+14,7 468,5 + 626,6 0,004 Controlos vs. CO 0,022
(<92,1/121 pmol/L)8 GB vs. CO 0,003

*resultados estatisticamente significativos (p<0,050) salientados a negrito; fteste qui-quadrado; fteste ANOVA,; 8 valores de cut-off de acordo com o estado de menopausa (pré-
menopausa/pds-menopausa); “-“ ndo determinado; para as compara¢des multiplas sdo apenas apresentados os resultados significativos; VGM, volume globular médio; HGM,

hemoglobina globular média; CHGM, concentracdo de hemoglobina globular média; ALT, alanina aminotransferase; AST, aspartato aminotransferase.
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Tabela B - Sensibilidade, especificidade, VPP, VPN e LR+/- dos marcadores CA-125 e HE4 e algoritmo ROMA, no diagnostico de cancro do ovério
(comparando mulheres com condi¢des GB e CO).

CA-125 (U/mL) HE4 (pmol/L) CA-125 + HE4 CA-125 ou HE4 ROMA (%)
valores de cut-off < 35* <92,1/121* <59,3/94,7+1 * il * il < 11,4/29,9* <11,9/17,7%
<13,1/27,78
GBvs. CO
Conjunto
Sensibilidade (%) 83,3 50,0 58,3 50,0 58,3 83,3 83,3 66,7 91,7
Especificidade (%) 66,7 90,0 83,3 93,3 90,0 63,3 60,0 76,7 75,0
VPP (%) 50,0 66,7 58,3 75,0 70,0 47,6 45,5 53,3 61,1
VPN (%) 90,9 81,8 83,3 82,4 84,4 90,5 90,0 85,2 95,8
LR+ 2,50 5,00 3,50 7,50 5,83 2,27 2,08 2,86 3,93
LR- 0,25 0,56 0,50 0,54 0,46 0,26 0,28 0,43 0,11
P6s-Menopausa
Sensibilidade (%) 90,9 54,6 63,6 54,6 63,6 90,9 72,7 100
Especificidade (%) 76,9 92,3 92,3 92,3 92,3 76,9 76,9 75,0
VPP (%) 76,9 85,7 87,5 85,7 87,5 76,9 72,7 78,6
VPN (%) 90,9 70,6 75,0 70,6 75,0 90,9 76,9 100
LR+ 3,94 7,09 8,27 7,09 8,27 3,94 3,15 4,33
LR- 0,12 0,49 0,39 0,49 0,39 0,12 0,35 0

Pré-Menopausa
Especificidade (%) 58,8 88,2 76,5 94,1 88,2 52,9 88,2 76,5

* cut-off referenciado pelos kits comerciais (Roche), de acordo com o percentil 95 dos marcadores CA-125 e HEA4 e especificidade de 75% para o algoritmo ROMA,; para o marcador
HE4 e algoritmo ROMA sdo referidos diferentes cut-offs de acordo com o estado de menopausa (pré-menopausa/pds-menopausa); + cut-off estimado a partir do percentil 93,33%
da distribuicao dos niveis de HE4 em controlos saudaveis no presente estudo, e de acordo com o estado de menopausa (pré-menopausa/p6s-menopausa); § cut-off estimado a uma
especificidade de 75% estimada a partir das amostras em estudo, e de acordo com o estado de menopausa (pré-menopausa/pds-menopausa); § cut-off sugerido em Moore et al.[119],
de acordo com o estado de menopausa (pré-menopausa/pos-menopausa); VPP, valor preditivo positivo; VPN, valor preditivo negativo; LR+/-, razBes de verosimilhanca positiva e
negativa.
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Tabela C - Sensibilidade, especificidade, VPP, VPN e LR+/- dos marcadores CA-125 e HE4 no
diagnostico de cancro de ovario (comparando mulheres CO com condicdes GB e controlos
saudaveis).

CA-125

(U/mL) HE4 (pmol/L) CA-125 + HE4 CA-125 ou HE4
valores de cut-off <35* <92,1/121* <59,3/94,7% e il e il
CO vs. (GB + Controlos)
Conjunto
Sensibilidade (%) 83,3 50,0 58,3 50,0 58,3 83,3 83,3
Especificidade (%) 81,7 95,0 88,3 96,7 93,3 80,0 76,7
VPP (%) 47,6 66,7 50,0 75,0 63,6 45,5 41,7
VPN (%) 96,1 90,5 91,4 90,6 91,8 96,0 95,8
LR + 4,55 10,00 5,00 15,02 8,75 4,17 3,57
LR - 0,20 0,53 0,47 0,72 0,45 0,21 0,22
P6s-Menopausa
Sensibilidade (%) 90,9 54,6 63,6 54,6 63,6 90,9
Especificidade (%) 85,7 96,4 92,9 96,4 92,9 85,7
VPP (%) 71,4 85,7 77,8 85,7 77,8 714
VPN (%) 96,0 84,4 86,7 84,4 86,7 96,0
LR+ 6,36 15,28 8,91 15,28 8,91 6,36
LR - 0,10 0,47 0,39 0,47 0,39 0,10
Pré-Menopausa
Especificidade (%) 78,1 93,8 84,4 96,9 93,8 75,0 68,8

* cut-off referenciado pelos kits comerciais (Roche), de acordo com o percentil 95 dos marcadores CA-125 e HE4; para
o marcador HE4 séo referidos diferentes cut-offs de acordo com o estado de menopausa (pré-menopausa/p6s-menopausa);
+ cut-off estimado a partir do percentil 93,33% da distribui¢do dos niveis de HE4 em controlos saudaveis no presente
estudo, e de acordo com o estado de menopausa (pré-menopausa/pés-menopausa); VPP, valor preditivo positivo; VPN,
valor preditivo negativo; LR+/-, raz8es de verosimilhanca positiva e negativa.
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Tabela D - Sensibilidade, especificidade, VPP e VPN dos marcadores CA-125 e HE4 no diagndstico
de cancro de ovario (comparando mulheres CO com controlos saudaveis).

CA-125

(U/mL) HE4 (pmol/L) CA-125 + HE4 CA-125 ou HE4
valores de cut-off <35 <92,1/121* <59,3/94,7+ * il * T
CO vs. Controlos
Conjunto
Sensibilidade (%) 83,3 50,0 58,3 50,0 58,3 83,3 83,3
Especificidade (%) 96,7 100 93,3 100 96,7 96,7 93,3
VPP (%) 90,9 100 77,8 100 87,5 90,9 83,3
VPN (%) 93,6 83,3 84,9 83,3 85,3 93,6 93,3
P6s-Menopausa
Sensibilidade (%) 90,9 54,6 63,6 54,6 63,6 90,9
Especificidade (%) 93,3 100 93,3 100 93,3 93,3
VPP (%) 90,9 100 87,5 100 87,5 90,9
VPN (%) 68,1 75,0 77,8 75,0 77,8 68,1
Pré-Menopausa
Especificidade (%) 100 100 93,3 100 100 93,3

* cut-off referenciado pelos kits comerciais (Roche), de acordo com o percentil 95 dos marcadores CA-125 e HE4; para
0 marcador HE4 sdo referidos diferentes cut-offs de acordo com o estado de menopausa (pré-menopausa/pos-
menopausa); T cut-off estimado a partir do percentil 93,33% da distribui¢do dos niveis de HE4 em controlos saudaveis
no presente estudo, e de acordo com o estado de menopausa (pré-menopausa/pds-menopausa); VPP, valor preditivo
positivo; VPN, valor preditivo negativo.
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Tabela E — Sensibilidade e especificidade dos marcadores CA-125 e HE4 no diagnéstico de
condicdes ginecoldgicas benignas (comparando mulheres com condi¢es GB e controlos saudaveis).

CA-125

(U/mL) HE4 (pmol/L) CA-125 + HE4 CA-125 ou HE4
valores de cut-off < 35* <92,1/121*  <59,3/94,7% * il * il
GB vs. Controlos
Conjunto
Sensibilidade (%) 33,3 10,0 16,7 6,7 10,0 36,7 40,0
Especificidade (%) 96,7 100 93,3 100 96,7 96,7 93,3
P6s-Menopausa
Sensibilidade (%) 23,1 7,7 7,7 23,1
Especificidade (%) 93,3 100 93,3 100 93,3 93,3
Pré-Menopausa
Sensibilidade (%) 41,2 11,8 23,5 59 11,8 47,1 52,9
Especificidade (%) 100 100 93,3 100 100 100 93,3

* cut-off referenciado pelos kits comerciais (Roche), de acordo com o percentil 95 dos marcadores CA-125 e HE4; para
0 marcador HE4 sdo referidos diferentes cut-offs de acordo com o estado de menopausa (pré-menopausa/pos-
menopausa); t cut-off estimado a partir do percentil 93,33% da distribui¢do dos niveis de HE4 em controlos saudaveis

no presente estudo, e de acordo com o estado de menopausa (pré-menopausa/pds-menopausa).
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Tabela F — Comparacdo das médias séricas dos marcadores CA-125 e HE4 nos controlos saudaveis
de acordo com o estado de menopausa. Os resultados encontram-se expressos nas suas médias e
desvio-padréo.

Pré-Menopausa P6s-Menopausa P-value*
(Mann-Whitney)

CA-125

(U/mL) 121£7,7 11,0+£78 0,694
HE4
(pmol/L) 43864 57,7+ 15,3 0,003

*resultados estatisticamente significativos (p<0,050) salientados a negrito.
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Tabela G - Estudos metanaliticos selecionados dos marcadores tumorais CA-125 e HE4 no
diagnostico de cancro de ovario.

Marcadores | Estudo Valores de cut-off Kit comercial ou método de | Sensibilidade | Especificidade
Tumorais ensaio (%) (%)
(1C95%) (1C95%)
HE4 CA-125 HE4 CA-125
(pmol/L) (U/mL)
[173] 66 87
(62a70) (85289)
CA-125 28,89; 32,8; CMIA; EIA;
[94] 35; 36; 55,1; ECLIA; 79 82
124; ICMA; (74 a 84) (77 a 87)
69,8/21,7* IRMA;
XMAP
51,6; 70; 72; 80 92
[173] 74,2; 150 ELISA; CMIA (77 a83) (90 2 93)
[175] 74 89
(72a76) (88290)
30;33,2;54,8;
67;67,3;70;7 78 86
2:74,2:85; ELISA; CMIA; (77a79) (85a87)
[110] 86; XMAP
HE4 112;118,9;13
9;140;150
;70/140*
30,3: 72;
74,2;75,75; 76 94
[94] 89; 94,6; EIA; CMIA; (72 a 80) (90 a 96)
118,9; 150; XMAP
41,6/96,9%;
70/140*
Abbott/Architect; | Abbott/Arch
CanAg ELISA; itect; CanAg 82 76
70,72;73,7; 35; 93,15 Fujirebio ELISA; ELISA, (78 a 86) (72 a 80)
_ [108] 150 Luminex Luminex
CAHléi ou Multiplexed Multiplexed
ELISA ELISA,
Roche
Diagnostics
[176] 46,15;70;72; 35 ELISA; EIA ELISA, 90 85
75,150 ECLIA (87 292) (82 2 87)

* valores de cut-off de acordo com o estado de menopausa (pré-menopausa/pés-menopausa); CMIA,
chemiluminescencemicroparticle immunoassay; ECLIA, electrochemiluminescence assay; EIA, enzyme immunoassay;
ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay; ICMA, immunochemiluminometric assay; IRMA, immunoradiometric assay;
XMAP, multianalyte profiling; 1C95%, Intervalo de confianca a 95%.
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