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RESUMO

Objetivo: Relacionar a contagem de plaquetas pré esvaziamento uterino e os achados do
leucograma, principalmente proporg¢des de neutréfilos/ linfocitos (RNL) e proporgdes de
plaquetas/ linfocitos (RPL) com a ocorréncia de Neoplasia Trofoblastica Gestacional (NTQG)

ap6s mola hidatiforme completa (MHC) entre mulheres brasileiras.

Meétodos: Estudo de coorte retrospectivo de pacientes com MHC acompanhados no Centro de
Referéncia na Maternidade Escola da Universidade Federal do Rio de Janeiro, de Janeiro de
2015 a dezembro de 2020. Antes da aspiragao molar, todas as pacientes passaram por avaliagao
médica, hemograma completo e dosagem de hCG, além de outros exames pré operatorios de

rotina. O desfecho primario foi a ocorréncia de NTG pds molar.

Resultados: Dos 827 casos de MHC atendidos inicialmente no Centro de Referéncia, 696
(84,15%) tiveram remissao espontanea e 131 (15,85%) desenvolveram NTG pos molar. Usando
o cut-off ideal das curvas caracteristicas de Operagao do Receptor (ROC) e regressao logistica
multivariada, ajustado para as possiveis variaveis confundidoras de idade e nivel de hCG pré
esvaziamento uterno (ja sabidamente associada ao desenvolvimento de NTG), identificamos
que > 2 complicacdes na apresentacao [aOR (odds ratio ajustados): 1,96, IC 95%: 1,29 — 2,98,
p<0,001] e niveis de hCG pré aspiracdo >100.000 UI/L (aOR: 2,16, IC 95%: 1,32 — 3,52,
p<0,001) estiveram significativamente associados com NTG p6s molar apés MHC. No entanto,

nenhum achado do perfil do hemograma foi capaz de predizer a progressdo de MHC para NTG.

Conclusao: Embora o hemograma seja amplamente disponivel, sendo de baixo custo e
obrigatdrio antes do esvaziamento uterino, e prognostico para desfecho nas demais neoplasias,
seus achados ndo foram capazes de predizer a ocorréncia de NTG p6s MHC. Em contrapartida,
a ocorréncia de complicacdes médicas na apresentacdo e niveis mais elevados de hCG pré
aspiracdo foram significativamente associados com NTG po6s molar e podem ser Uteis para

orientar decisdes clinicas no acompanhamento pds molar e tratamento dessas pacientes.

Palavras chave: doenga trofoblastica gestacional; mola hidatiforme; trofoblastico; gestacional;

neoplasias; neutrofilos; linfocitos; plaquetas sanguineas; gonadrotofina coridnica humana; risco



ABSTRACT

Objective: To relate pre-molar aspiration platelet count and leukogram findings, mainly
neutrophil/lymphocyte ratios (NRL) and platelet/lymphocyte ratios with the occurrence of
Gestational Trophoblastic Neoplasia (GNT) after complete hydatidiform mole (CFM) among

women Brazilian

Methods: Retrospective cohort study of patients with MHC followed at the Reference Center
at the Maternity School of the Federal University of Rio de Janeiro, from January 2015 to
December 2020. Before molar aspiration, all patients underwent medical evaluation, complete
blood count and hCG dosage, in addition to other routine preoperative exams. The primary

outcome was the occurrence of post molar NTG.

Results: Of the 827 cases of MHC treated initially at the Reference Center, 696 (84.15%) had
spontaneous remission and 131 (15.85%) developed post-molar GTN. Using the ideal cut-off
of the Receptor Operating characteristic (ROC) curves and multivariate logistic regression,
adjusted for the possible confounding variables of age and pre- aspiration hCG level (already
known to be associated with the development of NTG), we found that > 2 complications at
presentation (aOR: 1.96, 95% CI: 1.29 —2.98, p<0.001) and pre-aspiration hCG levels >100,000
IU/L (aOR: 2.16, 95% CI: 1, 32 — 3.52, p<0.001) were significantly associated with post molar
NTG after MHC. However, none of the blood count profile findings were able to predict
progression from MHC to NTG.

Conclusion: Although the blood count is a widely available test, being a low cost and mandatory
test before molar emptying, and prognostic for outcome in other neoplasms, its findings were
not able to predict the occurrence of NTG after MHC. In contrast, the occurrence of medical
complications at presentation and higher pre-aspiration hCG levels were significantly
associated with post-molar NTG and may be useful in guiding clinical decisions in post-molar

follow-up and treatment of these patients.

Keywords: gestational trophoblastic disease; hydatidiform mole; trophoblastic; gestational;

neoplasms; neutrophils; lymphocytes; blood platelets; human chorionic gonadrotofin; risk;
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1 INTRODUCAO

A mola hidatiforme (MH) ¢ a forma mais comum de apresentacdo de doenca
trofoblastica gestacional (DTG) e representa seu espectro benigno [1]. Resulta de uma
anormalidade da fecundacao, que se apresenta como uma de duas formas clinicas: completa
(MHC) e parcial (MHP), que diferem entre si por suas caracteristicas citogenéticas,

histologicas, perfil clinico e prognostico [2].

A MHP origina-se de um diandrico triploide, com raras vilosidades atipicas e
geralmente apresentagdo clinica discreta, que pode evoluir para neoplasia trofobléstica
gestacional (NTG) pos molar em cerca de 1-5% dos casos. A MHC, por outro lado, resulta de
um diandrico dipldide, exibindo marcada hiperplasia trofoblastica, apresentacdo clinica

exuberante e progressao para NTG pds molar em cerca de 15-20% dos casos [1-4].

A NTG ¢ altamente curavel, mesmo com doen¢a multimetastatica, devido a
quimioterapia, que, apesar da toxicidade precoce e tardia, promove a remissdo da doenca [5-6].
Pacientes com MHC que sao cuidadosamente seguidas com monitoramento da gonadrotofina
coridonica humana (hCG) geralmente sdo diagnosticadas com NTG de baixo risco e atingem

altas taxas de remissao com agentes quimioterapicos com baixa morbidade [7-8].

A predigao de NTG pds molar fez apenas progressos limitados. Os parametros
progndsticos anteriormente estabelecidos falharam em ser altamente preditivos na ocorréncia
de NTG po6s molar, como exemplo, a presenga de complicagdes médicas e a histopatologia do
trofoblasto [9]. Métodos promissores como avaliagdo da ploidia, marcadores de proliferacao
celular e apoptose [10,11], expressdao de oncogenes [12] ¢ analise do microRNA circulante [13],
sdo complexos e muitas vezes indisponiveis na pratica clinica, especialmente em paises em
desenvolvimento, onde ha maior incidéncia de MH. Saber quais pacientes estdo em alto risco
de desenvolver NTG pods molar e o acompanhamento pds molar rigoroso podem facilitar o
diagnostico precoce de NTG. Além disso, identificar pacientes com probabilidade minima de
desenvolver NTG pode permitir um segmento mais curto de hCG, principalmente apds a
normalizacao do mesmo, com uma consequente diminui¢ao no abandfono do seguimento, da

ansiedade dos pacientes e dos custos de vigilancia hormonal.

As relagdes neutrofilos/ linfocitos (RNL) e as relagdes plaquetas/ linfocitos
(RPL) foram associadas ao prognostico de muitas doencas malignas e ndo malignas diferentes,

incluindo tumores ginecoldgicos, sugerindo que esses achados hematoldgicos de inflamagao e
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estresse oxidativo no sangue periférico podem estar envolvidos na patogénese da doenga ¢
podem servir também como marcador progndstico [14-15]. No entanto, os estudos sdo
heterogéneos e apresentam resultados controversos. Além disso, os dados para avaliagao desses
pardmetros nos prognoésticos de MH sdo escassos e provém de séries com poucos casos

avaliados [16-18].

Este estudo avalia a potencial relacdo entre os resultados do hemograma,
especialmente a RNL, e a ocorréncia de NTG pds molar em mulheres brasileiras. Nossos
resultados sdo particularmente importantes, devido a necessidade de varidveis prognosticas
simples que podem ser obtidas a partir de contagens completas de células sanguineas que sio
sistematicamente solicitadas antes do esvaziamento uterino ¢ estdo amplamente disponiveis na

pratica clinica, mesmo em paises com menores recursos.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a correlagdo entre razdo neutrofilos/linfocitos e plaquetas/linfocitos nas

pacientes de MH e sua progressao para NTG.

1.1.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

a. Avaliar a correlagao da RNL e RPL com sintomatologia clinica das pacientes;
b. Avaliar a correlacdo da RNL e RPL com a histopatologia da mola hidatiforme;
C. Avaliar a correlagdo da RNL e RPL com nivel inicial de hCG;

d. Avaliar a correlacdo da RNL e RPL com a ocorréncia de NTG metastatica;

e. Avaliar a correlagdo da RNL e RPL com a ocorréncia de NTG de alto risco.
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1.2 JUSTIFICATIVA

O ambulatério de DTG da Maternidade Escola da Universidade Federal do Rio
de Janeiro (que congregou o Centro de Doengas Trofoblasticas da Santa Casa da Misericordia
do Rio de Janeiro) detem a terceira maior casuistica do mundo no atendimento de pacientes
acometidas por essa doenga da gravidez. A experiéncia do saber-feito, agregada ao volume de
pacientes que recorrem a esse Servigo, faz com que essa Institui¢ao tenha responsabilidade por
estudar essa doenca negligenciada e trazer respostas a sociedade sobre sua génese e melhor

tratamento.

O Estado do Rio de Janeiro viu nascer o primeiro Centro de Referéncia no
tratamento de mulheres com DTG, fundado em 1959 na 33* Enfermaria (Maternidade) da Santa
Casa da Misericordia do Rio de Janeiro, pelo Professor Paulo Belfort. Com seu passamento em
2012, esse Servico foi transferido para a Maternidade Escola da Universidade Federal do Rio
de Janeiro. Mas este Estado, formou todos os trofoblastas brasileiros que hoje coordenam
Centros de Referéncias em todas as capitais brasileiras e que tém curado nossas mulheres
acometidas por essa contrafacdo reprodutiva. Uma vez que o estudo proposto tem grande
visibilidade e pretende responder se as relagdes plaquetas/linfocitos e neutréfilos/linfocitos tem
papel progndstico na progressdo da gravidez molar para NTG, sdo inequivocos os beneficios
ao Estado do Rio de Janeiro ¢ ao Brasil sob o ponto de vista de divulgagao cientifica em revistas

com alto impacto e respeitabilidade internacional.
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2 REFERENCIAL TEORICO

A doenca trofoblastica gestacional (DTG) constitui um grupo de tumores
relacionados a gestagdo e originarios do tecido trofoblastico placentirio, cujo marcador
bioldgico-hormonal ¢ a gonadotrofina coridnica humana (hCG) [102, 89, 84]. Essa anomalia
apresenta também diferentes graus de remissao, invasao e malignizagdo [41, 36, 44]. Apesar da
etiologia da DTG ser desconhecida, sua origem parece ser por gametogénese e/ou fertilizagao
anormais, e/ou transformag¢@o maligna do tecido trofoblastico [42], associado a alguns fatores
de risco, como: idade materna (extremos reprodutivos), histérico reprodutivo, etnia, aspectos
genéticos e estado nutricional [40, 83, 36].

Nos estudos epidemioldgicos, destacam-se as diferencas observadas na
incidéncia da DTG, entre regides bem como entre paises, que se devem a irregularidade
metodoldgica entre os relatos [88, 90]. O nimero total de gestagdes seria o denominador mais
apropriado para o calculo das taxas de incidéncia. Entretanto, quase nunca se consegue esse
numero real de gestagdes, o que torna o calculo da incidéncia da DTG impreciso e, ndo raro
discordante [88]. A incidéncia mundial da DTG ¢é de 1/1000 gestagdes [50]. Nos paises asiaticos
e da América Latina, a incidéncia de DTG ¢é 3 a 6 vezes maior que a reportada na Europa ou
América do Norte [37, 56, 48]. Infelizmente, grande parte dessa casuistica ndo reflete dados
populacionais, e sim de base hospitalar, proveniente dos servigos que acompanham mulheres
com essa doenga.

Embora incomum, a DTG apresenta complicacdes clinicas importantes e
potencial maligno com alta taxa de mortalidade materna, especialmente verificada antes do
advento da quimioterapia [61]. A melhora no progndstico ocorreu nas ultimas décadas pela
criagdo de centros de referéncia, avangos do tratamento quimioterdpico ¢ das técnicas de
dosagem de hCG, marcador biologico da doenca [62].

A DTG ¢ classificada em dois grupos de importancia clinica: mola hidatiforme
(MH), forma clinica benigna e neoplasia trofoblastica gestacional (NTG), que é a forma
maligna da doenca e inclui a mola invasora, o coriocarcinoma, o tumor trofoblastico do sitio

placentéario (TTSP) e o tumor trofobléstico epitelidide (TTE) [35, 38, 77,70, 71, 57, 72, 82].

2.1 Mola hidatiforme:
A MH ¢ uma placenta caracterizada por aumento anormal das vilosidades
coridnicas acompanhadas de proliferacdo trofoblastica, apresentando hiperplasia varidvel e

focal do cito e sinciciotrofoblasto. A MH ¢ a forma clinica mais comum de DTG, apresentando
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duas entidades clinicas distintas: mola hidatiforme completa (MHC) e mola hidatiforme parcial
(MHP), com base nas suas diferencas morfologicas, histopatologicas e genéticas [66, 97, 91,
40]. O estudo da MH ¢ importante pela incidéncia de evolugdao maligna, que ¢ de 18 a 28% nos
Estados Unidos da América [56] e de 7 a 25% no Brasil [95, 73, 39].

A MHC caracteriza-se por hidropisia difusa e hiperplasia trofoblastica da
superficie da vilosidade coridnica [40] e na maioria das vezes, ocorre pela fertilizagao de um
odcito vazio por um espermatozoide haploide (23X ou 23Y) que duplica seus cromossomos,
resultando em diploidia [46]. Portanto, a MHC tem origem genética exclusivamente paterna
(androgenética). J& a MHP acontece quando um odcito hapldide (23X) ¢ fertilizado por dois
espermatozodides, resultando em um zigoto com 69 cromossomos (triploidia). O concepto
apresenta desenvolvimento anormal com multiplas malformagdes e restricdo de crescimento
intrauterino [40].

Os sinais e sintomas apresentados na gestacao molar sdo mais intensos na MHC
do que na MHP e em relag@o aos aspectos clinicos, os comportamentos da MHC e da MHP sdo
diferentes. A MHC parece ter maior incidéncia de casos e a MHP geralmente apresenta-se como
um aborto incompleto ou retido e os niveis de hCG tendem a ser mais baixos, quando
comparado aos valores da MHC [92].

O diagnostico precoce da mola, antes de 10-12 semanas de gravidez, ¢
fundamental para evitar-se a ocorréncia de complicagdes clinicas, como pré-eclampsia,
hipertireoidismo, anemia, hiperemese e sindrome do desconforto respiratorio [72]. As
complicacdes clinicas e evolu¢do maligna sdo mais frequentes na MHC que na MHP [56] e
aproximadamente 20% das MHC, e 5% MHP evoluem para NTG [49]. Isto ¢ explicado pela
natureza androgenética da MHC. A superexpressao de genes paternos ¢ associada com marcada
hiperplasia trofoblastica [53] que aumenta o risco para NTG e metastases [63].

A revisao da literatura mostra predominio da forma clinica MHC, entretanto, a
MHP muitas vezes ndo ¢ diagnosticada, por causa das dificuldades de seu diagnéstico [76, 47].
Na ultrassonografia [54], e mesmo no exame histopatolégico [47], a MHP pode ser confundida
com aborto hidrépico, MHC em gravidez gemelar, triploidia por diginia e displasia
mesenquimal da placenta. Técnicas de apoio como imunohistoquimica e biologia molecular sao
necessarias para o correto diagnostico da MHP. O diagnéstico da MHC ¢ confirmado,
usualmente, antes do término da gestacdo, pelo exame ultrassonografico, associado a dosagem
de hCG. Em um amplo estudo de 1000 pacientes, 80% das MHC e 30% das MHP tiveram
diagnostico ultrassonografico sugestivo de gestagdo molar [54].

Dentre os fatores de risco etiologicos para o desenvolvimento da MHC



16

destacam-se os extremos de idade materna ¢ gravidez molar anterior [70]. Em caso de historia
de abortamento espontaneo, o risco de gravidez molar aumenta de 2 a 3 vezes. A dieta também
¢ considerada fator etioldgico importante. A diminui¢do da ingestdo de betacaroteno e de
gordura animal esta relacionada com aumento da incidéncia de gravidez molar [43, 80].

O tratamento da MH consiste de duas fases: o esvaziamento imediato do tecido
molar e o seguimento pds-molar. A técnica de escolha para o esvaziamento uterino € a vacuo-
aspiracdo, porque apresenta menor incidéncia de complicagdes como hemorragia e perfuragdo
uterina. Dilatacdo e curetagem ou histerectomia sdo métodos utilizados de acordo com
indicagdes precisas [56].

O seguimento pos-molar ¢ a fase mais importante do tratamento da MH ¢ tem
como objetivo diagnosticar precocemente os casos que evoluem para NTG. A dosagem seriada
de hCG ¢ o teste com maior sensibilidade para avaliar a evolugdo clinica da MH, seja para
remissdo espontinea ou evolugdo para NTG. Os titulos de hCG sao mensurados semanalmente
ou quinzenalmente até a normalizacdo por trés dosagens consecutivas seguidos de avaliacio
mensal durante 6 meses. A contracepgdo ¢ imprescindivel durante o tempo de seguimento,
porque uma nova gravidez dificulta sobremaneira a interpretacao dos valores do hCG poés-molar

[35, 56].

2.2. Neoplasia Trofoblastica Gestacional:

A NTG ¢ a forma maligna da DTG, caracterizada pela persisténcia de tecido
trofoblastico ativo na parede uterina ou em outros 6rgaos e tecidos. A deteccdo precoce da
forma maligna, seguida de adequada quimioterapia, promove a cura da doenca, com
preservacao da capacidade reprodutiva [35, 62].

A Federagao Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO) padronizou a
classificagdo da NTG, que combina a distribui¢do anatomica da neoplasia ao sistema de escore
de risco [78]. Este sistema utiliza fatores progndsticos para a resisténcia a quimioterapia: o
escore de 6 ou menos significa doenca de baixo risco e tratada com agente tnico; o escore de 7
ou mais significa doenca de alto risco ¢ necessita de multiplos agentes, uma vez que nestes
casos, ¢ alta a probabilidade de resisténcia a quimioterapia com agente unico [79].

O tratamento das neoplasias trofoblasticas (mola invasora e coriocarcinoma) ¢
feito com base nos grupos prognosticos de baixo e alto risco de acordo com a FIGO (2002).
Quimioterapia com agente Unico (metotrexate ou actinomicina-D) ¢ indicada para pacientes
com NTG de baixo risco. Na NTG de alto risco, o tratamento quimioterapico com multiplos

agentes (etoposide, metotrexate, actinomicina-D alternando com ciclofosfamida e vincristina =
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EMA/CO; ou etoposide e cisplatina/EMA = EP/EMA) deve ser utilizado desde o inicio [74]. A
cirurgia ¢ tratamento coadjuvante, realizado em pacientes com doencga residual localizada, sem
resposta ao tratamento quimioterapico [77]. Cura completa da doenca ¢ observada em 100%

dos casos de NTG de baixo risco e, € superior a 80% nas pacientes de alto risco [62, 87].

2.3 Relacao neutrofilos/ linfocitos e plaquetas/ linfocitos como preditores de malignidade na
mola e outros tumores
A NTG compreende um grupo de desordens agressivas caracterizadas pela
invasdo do endométrio e miométrio pelas células trofoblasticas malignas. A exata patogénese
permanece desconhecida. Alguns pesquisadores sugerem que fatores imunoldgicos podem ter
um papel no mecanismo de invasdo. Zhang et al. (2012) descreveram que a interleucina 12 (IL-
12) inibe a invasdo celular através da regulacdo da expressdo das metaloproteinases da matriz
(MMP-9) e inibidores teciduais das metaloproteinases (TIMP-1) no coriocarcinoma. Num outro
estudo de Prabha et al. (2001) foi verificado aumento da expressdo da IL-1 beta nos
citotrofoblastos vilosos € no estroma das células de Haubfaur na placenta da mola e associado
isso a persisténcia de doenga e invasao nos casos de MHC. Estas citocinas, incluindo os fatores
de crescimento de interleucinas podem contribuir na acumulagao de neutréfilos [64]. O
aumento dos niveis de neutrofilos inibem a atividade dos linfocitos e estimulam linfopenia
através do aumento da apoptose dos mesmos [99]. Essa ¢ uma resposta imune fisiologica na
circulagdo dos leucdcitos a varios eventos de estresse como a inflamacao e a carcinogénese, a
qual € caracterizada por um aumento na contagem de neutréfilos e diminui¢do na contagem de
linfocitos [98].
O aumento dos neutrofilos sao observados em pacientes com tumores solidos e eles tem
a habilidade de suprimir a fungdo das células T [55]. Essa supressao imune pode levar a
estimulacdo das células tumorais [75]. Kuang et al. (2011) descreveram um grande niimero de
neutrofilos peritumorais associados a progressiva angiogénese no carcinoma hepatocelular. Ja
no caso da DTG, no estudo de Guzel et al. (2014) foi estudada a RNL como papel preditor de
malignidade na DTG, sugerindo que estes niveis pré-tratamento podem ser usados como
marcadores da invasdo uterina. Estas observacgdes sugerem que os neutréfilos podem participar
na invasao trofoblastica, angiogénese e metastase no processo cancerigeno.
Somada a analise dos neutréfilos nos tumores sélidos, temos a questdo da contagem
plaquetaria como parametro também a ser estudado. Jamerson e Longo (2015) citam que 35%
dos pacientes com trombocitose tém algum cancer subjacente. A producdo de plaquetas in vivo

e in vitro pode ser estimulada pela IL-6, molécula que geralmente se apresenta aumentada nos
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pacientes com trombocitose ¢ cancer. A contagem das plaquetas pré-operatoria ¢ um achado
comum na maioria dos tumores solidos. Comumente na pratica da ginecologia oncoldgica,
tumores como cancer ovariano, vulvar, cervical e endometrial apresentam trombocitose pré-
operatoria [60 e 93]. Topcu et al. (2014) e Kuyumcuoglu et al. (2001) ja relataram
plaquetometrias mais elevadas associadas a pior progndstico em massas ovarianas suspeitas.
Embora plaquetocitose seja considerada um achado comum em outros tumores ginecologicos,
ha poucas informagdes a cerca de tal ocorréncia disponiveis na literatura no caso da NTG.
Diante do exposto, torna-se de extrema importancia uma investigagdo dos parametros
relacdo neutrofilo/linfocito (RNL) e plaquetas/linfocito (RPL) como fatores de prognostico para
a ocorréncia de NTG. Dessa forma, o estudo visa ampliar os conhecimentos ¢ aumentar as

evidéncias que tais dados laboratoriais que possam servir como marcadores de malignizagao da

DTG.
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3 METODOLOGIA

3.1 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo retrospectivo de coortes histdricas de pacientes com mola
hidatiforme (MH) acompanhadas no Centro de Referéncia em Doenga Trofoblasitica do Rio de
Janeiro, localizado na Maternidade Escola da UFRJ. Os dados foram coletados a partir da
pesquisa em prontudrios e auditados por Antonio Rodrigues Braga Neto. Os prontuérios sdo de
pacientes atendidas no periodo compreendido entre de 01 de janeiro de 2015 até 31 de dezembro
de 2020. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e pesquisa da Meternidade Escola da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, associado & Comissdo Nacional de Etica e Pesquisa —
(CAAE 49462315.0.00005275, parecer nimero 1.244.337 de 25 de setembro de 2015 e
3.972.252 de 15 de abril de 2020 — emenda).

3.2 Participantes do Estudo

As participantes deste estudo foram mulheres submetidas a aspiracdo molar no
Centro de Referéncia em Doencga Trofoblasitica do Rio de Janeiro e com diagndstico de MHC,
confirmado por histopatologia [20]. Decidimos avaliar apenas os casos de MHC porque, além
de epidemiologicamente mais frequentes em nossa amostra € com diagnostico mais confiavel
do que MHP, MHC apresenta maior ocorréncia de NTG pds molar, proporcionando uma

correlagdo mais adequada com o desfecho primario deste estudo.

Todas as pacientes incluidas neste estudo foram acompanhadas por seis meses
ap6s a normalizagdo do hCG ou até o diagnostico de NTG pos molar. A contracepgao hormonal
foi indicada durante todo o acompanhamento [21]. Pacientes com diagndstico histopatologico
de MHP ou gestagdo molar gemelar, aquelas que engravidaram, ou perderam seguimento,

foram excluidas deste estudo.

Para obter o hemograma completo, ndo foi necessario jejum. A area de coleta do
sangue foi higienizada com algodao e alcool. Um elastico (garrote) foi fixado acima da area a
ser puncionada, para que a veia pudesse ser vista claramente. Uma agulha fina foi inserida na
veia e um total de 2 mL de amostra de sangue venoso foi coletado de cada paciente. Todas as
amostras de sangue foram colocadas em tubos de anticoagulagdo EDTA-K2. Todas as medidas
foram analisadas usando um Pentra ES60 (Horiba Medical, Montpellier, Franca) dentro de 30
minutos apds a coleta. A contagem de leucdcitos totais, plaquetas, neutrofilos (incluindo

bastoes e segmentados) e linfocitos foram obtidas diretamente do analisador de sangue,
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enquanto RNL e RPL foram obtidos dividindo a contagem de neutréfilos, ou contagem de
plaquetas por linfocitos, respectivamente. Da mesma forma, durante todo o periodo do estudo,
usamos o Ensaio Enzimatico Immulite - Siemens Diagnostic para medir hCG, com valor de

referéncia para resultados normais de hCG sérico abaixo de 5 UI/L.
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4 DESFECHO
4.1 Desfecho primério

O desfecho primario avaliado foi a ocorréncia de NTG p6s molar.

4.2 Desfecho secundario

O desfecho secundario avaliado foi a ocorréncia de complicagdes médicas, por ocasido do

diagnostico da mola hidatiforme.
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5 VARIAVEIS

Foram estudadas as seguintes varidveis populacionais: idade (em anos), nimero

de gestagdes, nascimentos e abortamentos da paciente.

As variaveis clinicas e bioquimicas avaliadas incluiram: idade gestacional ao
diagnostico (em semanas); maior didmetro uterino (em milimetros — avaliado por
ultrassonografia pélvica transvaginal), nivel sérico de hCG pré aspiragdo (em UI/L), ocorréncia
de sintomas médicos na apresentagdo (%), sendo: hemorragia, utero aumentado para idade
gestacional (definido como Utero medindo pelo menos 4 cm a mais que o esperado para idade
gestacional), cisto teca-luteinicos maiores que 6 cm (medidos por ultrassonografia pélvica
transvaginal), pré eclampsia de inicio precoce (pressdo arterial de 140 mmHg ou maior e/ou
pressao sistolica 90 mmHg ou maior — medida em duas ocasides com intervalo minimo de 4
horas em paciente previamente normotensa; presenca de proteintria 300mg ou mais em 24
horas; presencga de cefaleia, turvagdo visual, dor abdominal ou exames laboratoriais alterados,
como plaquetas <100.000 mm?, elevagdo das enzimas hepaticas acima do dobro dos niveis
basais, creatinina sérica >1,1 mg/dL ou o dobro do nivel basal; edema e distarbios visuais ou
cerebrais como dor de cabecga, escotomas ou convulsdes) e hiperémese (presenga de cinco ou

mais episodios de vomitos por dia, com ou sem alteragcdes metabdlicas) [22].

O tempo de remissdo — em semanas — foi definido como o periodo entre a
evacuacdo molar e a terceira medicdo de hCG abaixo de SUI/L. Usamos os critérios
estabelecidos pela Federagdo Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO) e Sociedade
Europeia de Oncologia Médica para diagnéstico de NTG poés molar, que sdo: niveis crescentes
— mais de 10% - de hCG por trés semanas consecutivas, ou estabilizado por quatro semanas,
diagnéstico histopatolégico de coriocarcinoma ou metastases detectadas durante o

acompanhamento pds molar, principalmente nos pulmoes e pelve [23,24].



23

6 ANALISE ESTATISTICA

Calculamos um tamanho de amostra minimo para detectar diferengas médias no
RNL entre NTG po6s molar e remissdo espontdnea em mulheres brasileiras com MHC,
considerando um poder de 80%, um nivel de significancia de 5% ¢ um desvio padrao em RNL
de 1,93 para o grupo controle € um desvio padrao de 1,94 para o grupo de tratamento, € uma
minima diferencga de deteccdo de 0,40. Considerando o calculo do nimero minimo de pacientes
para serem incluidos neste estudo, para garantir o poder de suas conclusdes, exigimos um

tamanho de amostra de pelo menos 736 participantes da pesquisa.

As variaveis categoricas foram descritas como frequéncia absolutas e relativas,
enquanto varidveis continuas como medianas e intervalos interquartis. Para comparar
proporcoes, o teste Chi quadrado foi usado, enquanto o teste de Mann-Whitney para comparar

variaveis continuas.

Os pontos 6timos de corte para as variaveis do leucograma foram estimados pela
Curva Caracteristica de Operagdao do Receptor, ou Curva ROC (do inglés: Receiver Operating
Characteristic) minimizando a distdncia Euclidiana entre a curva e o ponto 90,1 no espago
ROC. Para cada um dos marcadores laboratoriais avaliados, sua sensibilidade (Se),
especificidade (Sp), valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo negativo (VPN) foram

calculadas a ocorréncia do desfecho de interesse.

Para desfechos de interesse, Odds Ratios brutos e ajustados por idade/ hCG
(aOR) com intervalo de confianga (IC) 95% foram calculados utilizando o Teste de Wald para
regressao logistica. Os pontos de corte 6timos estimados foram categorizados e utilizados como
preditores em suas respectivas regressoes logisticas. Para corre¢ao da testagem em multiplas

hipoteses, p<0,01 foi utilizado como limiar para a seguranga na analise.

As analises foram realizadas utilizado o software SAS, versdo 9.4 e o software

R, versdo 4.1.3, foi realizado para graficos.
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7 RESULTADOS

A figura 1 ¢ um diagrama de fluxo resumindo a derivacdo da populagdo do
estudo. De janeiro de 2015 a dezembro de 2020, 1685 pacientes com Mola Hidatiforme foram
acompanhadas no Centro de Referéncia de Doenca Trofoblastica do Rio de Janeiro. Dentre elas
1298 realizaram esvaziamento uterino no Centro de Referéncia. Apds excluir casos de Mola
Hidatiforme Parcial (394 pacientes), gravidez molar gemelar (13 pacientes), aquelas que
engravidaram (5 pacientes) ou aquelas que ndo deram continuidade ao tratamento (59
pacientes), a populacao final do estudo compreendeu 827 casos de Mola Hidatiforme Completa.
Destes 696 (84,15%) tiveram remissao espontanea e 131 (15,85%) desenvolveram NTG pods

molar.

Gestagao molar

2015 - 2020
N =1685
Aspiragaofora do Centro de Referéncia
N =387
Gestagdo molar submetida a aspiracdo no Centro de Referéncia
N =1298
Mola Parcial Gestaca?duranteo
N =394 seguimento
N=5
Mola Gemelar Perda de seguimento
N=13 N =59
Mola Completa
N =827
Remissdo espontanea NTG pds molar
N =696 N=131

Figura 1. Diagrama de fluxo resumindo a derivagdo da populagdo do estudo

As caracteristicas clinicas da coorte do estudo sdo apresentadas na tabela 1.
Observamos que casos de MHC com idade materna avangada (33 versus 26 anos, p<0,001),
maior didmetro uterino (110 mm versus 104 mm, p=0,042), com hemorragia (67,18% versus
41,67%, p<0,001) e utero aumentado para idade gestacional (42,75% versus 28,59%, p=0,001)
que se apresentaram com esses dados como sintomas clinicos iniciais, foram associados ao
desenvolvimento de NTG po6s molar, e portanto, maior tempo para remissdo (14 versus 9
semanas, p<0,001) quando comparado a pacientes que tiveram remissdo espontinea,

respectivamente.



Tabela 1: Caracteristicas clinicas das pacientes com mola hidatiforme completa

associada a remissdo espontinea (RE) ou progressio para neoplasia trofoblastica
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gestacional
Variaveis MH! com RE? MH! com progressio p valor*
(N=696) para NTG? (N=131)
Idade (anos) # 26 (20-34) 33 (24-41) <0,001
Numero de gestagoes # 2 (1-3) 2 (1-3) 0.726
Paridade # 0 (0-1) 1(0-1) 0.236
Abortamento 0(0-1) 0(0-1) 0.605
IG ao diagndstico 11 (9-14) 10 (9-13) 0.099
(semanas) #
Maior didmetro uterino (mm) # | 104 (82-123) 110 (82-140) 0.042
Sintomatologia clinica
apresentada (%)
Hemorragia 290 (41.67) 88 (67.18) <0,001
Utero aumentado para IG 199 (28.59) 56 (42.75) 0.001
Cistos teca-luteinicos 37(5.32) 13 (9.92) 0.042
Pré eclampsia 23 (3.30) 5(3.82) 0.766
Hiperémese 157 (22.56) 35 (26.72) 0.301
Tempo de remissdo (semanas) 9.00 (6.00-9.71) 14.00 (10.00-19.00) <0,001

# mediana e intervalo interquartil
*testes Qui quadrado ou Mann-Whitney
1 MHC Mola Hidatiforme Completa

2 RE remissao espontanea

3 NTG Neoplasia Trofoblastica Gestacional
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A tabela 2 mostra que a diferenca na contagem de plaquetas (257.500 versus
258.000 mm?, p = 0,803) e avaliagdo de leucograma, especialmente RNL (2,79 versus 2,64,
p=0,307) ou RPL (129,26 versus 123,75, p=0,610), ndo foram associados a ocorréncia de NTG
p6s molar, com excecdo do nivel de hCG pré esvaziamento uterino (235.497 UI/L versus
154.409 UI/L, p<0,001) quando comparados as pacientes que tiveram remissdo espontanea,

respectivamente.

Tabela 2: Achados laboratoriais de pacientes com mola hidatiforme completa associada
a remissao espontanea ou progressao para neoplasia trofoblastica gestacional4

Variaveis # MH' com RE? MH' com progressido p valor*
para NTG?

hCG pré evacuagdo | 154.409 (67.531 —310.160) 235.497 (110.034 — 671.275) <0.001

(UI'L)

Plaquetas (mm?) 258.000 (214.000 — 299.000) 257.500 (212.000 — 303.000) 0,803

Leucograma

Leucdcitos totais | 7.478 (6120 — 9.450) 7.557 (6.080 — 9.476) 0,862

(mm?)

Linfocitos (mm?3) 2.046 (1.620 —2.541) 1.980 (1.550 —2.520) 0,535

Neutrdfilos (mm?) 5.463 (4.148 —7.052) 5.613 (4.290 — 7.100) 0,684

Bastées 160 (82 —292) 156 (91 —300) 0,750

Segmentados (mm?) 5.340 (4.080 — 6.825) 5.373 (4.212 - 6.920) 0,741

Relagdo Neutrofilos/ | 2.64 (2.03 —3.63) 2.79 (2.19-3.61) 0,307

Linfocitos

Relagdo  Plaquetas/ | 123.75 (97.81 — 161.80) 129.26 (98.02 — 165.14) 0,610

Linfocitos

# mediana e intervalo interquartil

*testes Qui quadrado ou Mann-Whitney
1 MHC Mola Hidatiforme Completa

2 RE remissdo espontanea

3 NTG Neoplasia Trofoblastica Gestacional
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Para obter o ponto de corte ideal dentre os diferentes marcadores laboratoriais
estudados no hemograma completo, a curva de caracteristicas de operacdo do receptor (ROC)
para ocorréncia de NTG pds molar, foram estudados como € mostrado na figura 2. A tabela 3
apresenta os dados, para cada um destes marcadores laboratoriais, incluindo a 4rea sob a curva,
sua Se, Sp, VPP ¢ VPN para a ocorréncia do desfecho avaliado. A contagem de plaquetas ¢ os

bastdes tiveram os maiores VPP (0,85 e 0,84), embora com sensibilidade modesta (0,55 e 0,49)

e especificidade (0,49 e 0,52) respectivamente.

Figura 2: Curva caracteristica de operaciao do receptor demonstrando a area sob curva
de contagem de leucocitos, linfocitos, contagem de plaquetas, neutrofilos totais, banda
neutrofilos, neutrofilos segmentados, relacao neutrofilo-linfocito e plaquetas, razao de
linfécitos para a ocorréncia de neoplasia trofoblastica gestacional entre pacientes com

mola hidatiforme completa

White blood ROC Curve Lymphocytes ROC Curve
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Tabela 3: Variaveis preditivas da ocorréncia de neoplasia trofoblastica gestacional em
pacientes com mola hidatiforme completa por obtidas por curva de caracteristica de
operacao do receptor

Variaveis Area sob acurva | Cut Off timo | Sensibilidade | Especificidade | VPP VPN?2
Plaquetas (mm?®) | 0.51 253,000 0.55 0.49 0.85 0.17
Leucograma
Leucocitos totais | 0.50 8,010 0.46 0.58 0.17 0.85
(mm?)
Linfocitos (mm?) | 0.52 1,998 0.53 0.52 0.85 0.17
Neutrofilos 0.51 5,720 0.49 0.55 0.17 0.85
(mm?)
Bastdes (mm?) 0.49 162 0.49 0.52 0.84 0.16
Segmentados 0.51 5,544 0.49 0.54 0.17 0.85
(mm?®)
Relagdo 0.53 2.55 0.61 0.47 0.18 0.86
Neutrofilo/
linfocito
Relagdo 0.51 123.75 0.57 0.50 0.18 0.86
Plaquetas/
linfocitos

L. Valor Preditivo Positivo

2. Valor Preditivo Negativo

Usando esses pontos de corte 6timos das curvas ROC na regressdo logistica
multivariada, ajustados para possiveis varidveis de confundimento de idade e nivel de hCG pré
aspiracdo — ja sabidamente associados ao desenvolvimento de NTG — a Tabela 4 mostra que a
ocorréncia de mais que 2 complicagdes médicas na apresentangdo (aOR: 2,16, IC 95%: 1,32 —
3,52, p=0,002) foram capazes de predizer a ocorréncia de NTG pds molar. Nenhum dos

parametros isolados do hemograma ou suas razdes e propor¢des foram prognosticos.
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Tabela 4. Regressao logistica para fatores progndsticos associados ao desenvolvimento

de neoplasia trofoblastica gestacional apos mola hidatiforme completa

Varidveis cOR a * (95% CI) | p-valor aOR b * (95% CI) p-valor
Idade gestacional 0.72 (0.46-1.13) 0.150 0.76 (0.46-1.25) 0.275
> 10 semanas

Ocorréncia > 2 complicagdes médicas # | 2.22 (1.52-3.24) <0.001 1.96 (1.29-2.98) 0.001
hCG pré evacuagdo c,d >100.000 IU/L | 2.14 (1.32-3.48) 0.002 2.16 (1.32-3.52) 0.002
Plaquetas >253.000 mm? 0.85 (0.58-1.24) 0.397 0.93 (0.62-1.41) 0.742
Leucograma

Leucocitos totais > 8§.010 mm? 1.18 (0.81-1.72) 0.391 1.08 (0.71-1.64) 0.710
Linfocitos > 1.998 mm? 0.80 (0.55-1.17) 0.251 0.89 (0.59-1.35) 0.593
Neutrofilos > 5.720 mm? 1.20 (0.82-1.74) 0.349 1.08 (0.71-1.63) 0.717
Bastoes > 162 mm® 0.91 (0.63-1.33) 0.628 0.92 (0.61-1.39) 0.686
Segmentados > 5.544 mm3 1.15 (0.79-1.67) 0.477 1.03 (0.68-1.56) 0.875
Razdo Neutrofilos/ linfocitos > 2.55 1.44 (0.98-2.12) 0.060 1.29 (0.85-1.96) 0.228
Razao Plaquetas/ linfocitos > 123.75 1.36 (0.93-1.99) 0.108 1.49 (0.98-2.25) 0.061

* Teste de Wald para regressdo logistica

# Complicagdes médicas: hemorragia, Utero aumentado para a idade gestacional, cistos tecaluteinicos, pré-

eclampsia e hiperémese

a. cOR. Razdo de chances bruta
b. aOR. Razdo de chances ajustada por idade e hCG
c. hCG. Gonadotrofina coridnica humana

d. Razdo de chances ajustada por idade
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8 DISCUSSAO

Enquanto a ocorréncia de ao menos duas complicagdes médicas a apresentacao
clinica e niveis elevados de hCG pr¢é aspiracdo foram associados a um maior risco de NTG pos
molar durante o acompanhamento pds molar, nenhum dos pardmetros do hemograma pré
esvaziamento uterino, notadamente: contagem de plaquetas, RNL ou RPL, foram capazes de

antever a ocorréncia de NTG pds molar na populagdo de MHC estudada.

Os intricados mecanismos moleculares envolvidos na progressao de MHC para
NTG nao sdo totalmente compreendidos. Vale ressaltar que nossos dados reforgam a percepgao
de que o diagnostico precoce de MHC, ao mesmo tempo que torna a apresentagao clinica da
doenca mais branda [25], ndo tem efeito protetor contra ocorréncia de NTG pds molar [26]. Isto
sugere que a propensao a desenvolver NTG pode ja estar presente no tecido trofoblastico antes
mesmo da aspiragdo uterina. A presenca de complicagdes clinicas na apresentacdo e os niveis
de hCG pré aspiracao foram classicamente associados a este resultado [1]. Este estudo
complementa o conhecimento prévio da area, ao mostrar que os achados do hemograma
realizado prévio a aspiracao molar, avaliado por pontos de corte 6timos, obtidos por curvas
ROC, e ajustados para varidveis de confusdo, ndo foram significativamente associados com o
desenvolvimento de NTG pdés molar, como sugerido por estudos anteriores, com menor

casuistica e metodologia menos apurada.

Embora a maioria dos estudos que avaliam os achados laboratoriais em sangue
periférico comparam as contagens celulares das pacientes com MH com um grupo controle
formado por ndo gestantes [27], gestagdes saudaveis [28] ou mesmo com casos de abortamento
[29,30], foram identificados trés estudos que avaliaram esses achados em pacientes com MH
com remissao espontanea ou que desenvolveram NTG pos molar. Guzel et al. encontraram uma
associagdo entre a RNL e a ocorréncia de NTG pds molar, porém com valores mais de trés
vezes maiores do que reportamos no atual (8,96 versus 2,58, respectivamente) [18]. Isso pode
ter ocorrido porque esses autores avaliaram apenas oito pacientes com NTG pds molar, nimero
100 vezes menor do que o relatado em nosso estudo. A mesma limitagdo esta presente no estudo
de Yayla et al., que ao comparar 13 casos de NTG poés molar encontraram niveis
significativamente mais baixo na RPL de pacientes que desenvolveram NTG [19]. Verit relatou
que a contagem de plaquetas foi significativamente menor em pacientes que desenvolvem NTG
p6s molar [20]. No entanto, além de ndo comparar a contagem de plaquetas obtidas pelo ponto
de corte 6timo das curvas ROC, os resultados desses trés estudos ndo foram ajustados para

variaveis de confundimento, numa regressao logistica multivariada, como realizado em nosso
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estudo, ¢ que ¢ essencial para excluir a influéncia de outras varidveis nos resultados
encontrados. Vale salientar, por exemplo, que embora discreta, a diminuicao na contagem de
lifocitos e plaquetas € esperada com a idade, o que inversamente, aumenta a ocorréncia de NTG
p6s molar, mostrando a importancia de eliminar o efeito desses fatores de confusdo neste

estudo.

Geralmente, o cancer tem muitas caracteristicas comuns com doencas
infecciosas ou inflamatdrias e respostas ao trauma — como ativagdo imunoldgica, resposta de
fase aguda e inflamagao [16]. Neste contexto, inumeros estudos tem mostrado uma associagao
entre altos niveis de RNL e desfechos neoplasicos, tornando esse marcador frequentemente
incliido no progndstico de avaliagdo de varios tumores s6lidos [31]. No entanto, uma extensa
revisdo de 204 metanalises de estudos observacionais, descobriram que em apenas 60 (29%),
um achado de RNL elevado foi — de fato — significativamente associado ao prognostico do
tumor. Além disso, esse estudo também atraiu atengdo para a grande heterogeneidade dos
estudos avaliados, muitos com pequenos tamanhos de amostra, gerando pequenos viezes de
efeito, que precisam ser considerados [32]. Outro ponto ¢ que muitas das associagdes entre 0s
achados do hemograma e o progndstico oncologico vem de estudos observacionais, nos quais
sdo considerados resultados que variam entre OR 0,33 e 3 como significantes, nestes casos
havendo risco de grande viés levando a associagdes espurias [33] e exigindo cautela na

interpretacao desses resultados.

A maior forca do nosso estudo foi o uso de uma metodologia estatistica
adequada, que pode identificar o valor preditivo do desfecho, excluindo o efeito de variaveis de
confundimento. Além disso nosso estudo apresentou a maior casuistica relacionada a este tema
na literatura, avaliando-se a relacdo entre o hemograma em pacientes com mola hidatiforme,
superando o numero minimo de pacientes necessarios para garantir a poténcia de seus
resultados. No entanto, o nosso também tem varias limitagdes. A natureza retrospectiva de
nosso estudo torna-o potencialmente propensos a vieses, pois os registros podem ser menos
competos e ter menor precisdo. Além disso focamos apenas nos parametros comuns do
hemograma completo, ndo avaliamos outras varidveis hematoldgicas, como hemacias, volume

corpuscular médio, diferencial leucocitario e/ou atipias.

Acreditamos que poderemos em casos de NTG, avaliar a RNL e RPL e sua
correlacdo com quimiorresisténcia. O fato da RNL e RPL ndo terem apresentado significancia
estatistica na avaliacdo prognodstica da MH, ndo exclui a possibilidade dessas relagdes nao

ocorrerem na avaliagdo prognostica da NTG.
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Enquanto a MH ¢ considerada uma entidade pré maligna, e pode ndo ter em si
todos os elementos no microambiente celular que permitiriam antever o seu desfecho, a NTG ¢
por sua vez, um cancer consolidado.

Dessa forma, poderiam estar presentes, elementos celulares que nos permitiria
avaliar o risco de quimiorresistencia. E a quimiorresistencia, ¢, na NTG, um elemento de suma
importancia pois esta envolvida na escolha terapéutica, isto é, na escolha de tratamento com
agente Unico ou, ao revés de, poliquimioterapia - regimes contendo multiplos agentes
quimioterapicos. Isso € essencial a fim de selecionar as pacientes que poderiam ser tratadas com
regimes menos toxicos, mais baratos, com menor impacto na sua vida futura e também com
melhor tolerabilidade.

Por isso, pesquisas nesse sentido, s3o fundamentais e esperamos que essa linha
de estudo prognostico na NTG possa se aprofundar, com novos desdobramentos, em especial
na avaliacdo de quimiorresistencia. A possibilidade de um marcador progndstico barato, e
amplamente disponivel para auxiliar na predi¢ao da ocorréncia de quimiorresistencia em casos

de NTG pds molar seria um grande ganho para o tratamento dessas pacientes.
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9 CONCLUSAO

Apos a andlise dos nossos resultados nao encontramos nenhuma relevancia
prognostica entre a relagao neutrofilos/ linfocitos e relagdo plaquetas/ linfocitos que nos levasse
a predizer a progressdo para NTG em pacientes com diagnoéstico de MC, bem como ndo
conseguimos estabelecer associacao entre RNL e RPL com a sintomatologia apresentada, com
a histopatologia, o nivel inicial de hCG pré esvaziamento uterino e a NTG.

Porém, analisando isoladamente cada parametro estudado podemos concluir que
embora os resultados do hemograma e as RNL e RPL ndo tenham sido capazes de predizer a
progressao da MHC para NTG, a ocorréncia de complicagdes médicas na apresentagdo, e
acrescidos aos niveis mais altos de hCG pré esvaziamento uterino, estiveram significativamente
associados com a ocorréncia de NTG poés molar e podem sem tuteis para orientar decisdes

clinicas individualizadas no acompanhamento p6s molar e tratamento dessas pacientes.
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: O PAPEL PREDITIVO DA RAZAO PLAQL!ETAS/LINFOCITOS E RAZAO
NEUTROFILOS/LINFOCITOS PARA EVOLUCAO DE NEOPLASIA NA DOENCA
TROFOBLASTICA GESTACIONAL

Pesquisador: Berenice Noguera Torres Timbd

Area Temética: Reproducdo Humana (pesquisas que se ocupam com o funcionamento do aparelho
reprodutor, procriagdo e fatores que afetam a salde reprodutiva de humanos, sendo que
nessas pesquisas serdo considerados "participantes da pesquisa" todos os que forem
afetados pelos procedimentos delas):

(Reproducé@o Humana que ndo necessita de andlise ética por parte da CONEP;);

Versdo: 1

CAAE: 49462315.0.0000.5275

Instituicdo Proponente: Maternidade-Escola da UFRJ
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 1.244.337

Apresentacédo do Projeto:

Trata-se de um projeto de pesquisa de Mestrado Profissional em salde perinatal da Maternidade Escola da
UFRJ e possui como proposta de desenho de estudo ser observacional transversal. Pretende ser realizado
através pesquisa de dados retrospectivos nos prontuarios de pacientes com diagndstico histopatoldgico de
mola hidatiforme que evoluiram para remissdo e outras que evoluiram para neoplasia trofoblastica
gestacional. Os casos serdo obtidos através do setor de anatomia patolégica e do ambulatério de
seguimento de doenca trofoblastica gestacional da Maternidade Escola da Universidade Federal do Rio de
Janeiro e do Hospital Antdnio Pedro da UFF. O critério de inclusdo sdo aquelas que tiverem seguimento
completo apds o evento da aspiracdo. Serao anotados em formulario definido pelos pesquisadores os dados
do hemograma prévio ao procedimento, betaHCG, sintomas clinicos e desfecho para comparacéo.
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Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar a correlacdo entre a razdo neutroéfilos/linfécitos e plaquetas/linfécitos nas pacientes com mola
hidatiforme e a progresséo para neoplasia trofoblastica gestacional.

Objetivo Secundério:

Avaliar a correlagdo entre a razdo neutroéfilos/linfécitos e plaquetas/linfécitos nas pacientes com mola
hidatiforme e: sintomas clinicos, histopatologia(mola parcial ou completa), nivel inicial de betaHCG,
neoplasia metastatica e neoplasia de alto risco.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

O acesso a andlise dos dados sera feito apenas pelos pesquisadores envolvidos no projeto que se
comprometerdo com assinatura de termo de confidencialidade. Os resultados serdo tornados publicos sejam
eles favoraveis ou nado, de certa forma podendo sugerir que sejam feitas modificacdes no protocolo de
acompanhamento das pacientes. Este estudo ndo apresenta risco direto as pacientes por se tratar de uma
pesquisa com analise retrospectiva.

Beneficios:

O estudo da hipoétese aventada de um valor preditivo de exames laboratoriais realizados antes da
intervencdo operatdria nas pacientes com mola hidatiforme pode levar a sugerir novos protocolos de
seguimento a serem testados e ainda propostas terapéuticas precoces profilaticas.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Pesquisa relevante e factivel.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoéria:
Presentes e bem elaborados.

Recomendacgdes:
Enviar relatério da pesquisa a cada 6 meses para este CEP.

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
N&o se aplica.
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Consideracdes Finais a critério do CEP:
1)De acordo com a Resolucdo CNS n.° 466/12, o pesquisador devera apresentar relatrios anuais (parciais

ou finais, em funcéo da duracédo da pesquisa).
2)Eventuais emendas (modificagdes) ao protocolo devem ser apresentadas, com justificativa, ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao

Folha de Rosto FOLHA_DE_ROSTO_BERENICE_PBR | 15/09/2015 [Berenice Noguera Aceito
ASIL.pdf 19:34:52 | Torres Timbo

Projeto Detalhado/ |PROJETO_BERENICE_PBRASIL.pdf 15/09/2015 |Berenice Noguera Aceito

Brochura 21:21:14 |Torres Timboé

Investigador

Outros TERMODECONFIDENCIALIDADEESIGI| 15/09/2015 |Berenice Noguera Aceito
LO.pdf 21:22:45 | Torres Timbo

Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES BASICAS DO_P | 15/09/2015 Aceito

do Projeto ROJETO 541712.pdf 21:46:33

Situacédo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao

RIO DE JANEIRO, 25 de Setembro de 2015

Assinado por:
Ivo Basilio da Costa Junior

(Coordenador)
Endereco: Rua das Laranjeiras, 180
Bairro: Laranjeiras CEP: 22.240-003
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)2556-9747 Fax: (21)2205-9064 E-mail: cep@me.ufrj.br
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: O PAPEL PREDITIVO DA RAZAO PLAQL!ETAS/LINFOCITOS E RAZAO
NEUTROFILOS/LINFOCITOS PARA EVOLUCAO DE NEOPLASIA NA DOENCA
TROFOBLASTICA GESTACIONAL

Pesquisador: Berenice Noguera Torres Timbd

Area Temética: Reproducdo Humana (pesquisas que se ocupam com o funcionamento do aparelho
reprodutor, procriagdo e fatores que afetam a salde reprodutiva de humanos, sendo que
nessas pesquisas serdo considerados "participantes da pesquisa" todos os que forem
afetados pelos procedimentos delas):

(Reproducé@o Humana que ndo necessita de andlise ética por parte da CONEP;);

Versdo: 2

CAAE: 49462315.0.0000.5275

Instituicdo Proponente: Maternidade-Escola da UFRJ
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 3.972.252

Apresentacédo do Projeto:

Ementa 1 do projeto “O PAPEL PREDITIVO DA RAZAO PLAQUETAS/LINFOCITOS E RAZAO
NEUTROFILOS/LINFOCITOS PARA EVOLUCAO DE NEOPLASIA NA DOENCA TROFOBLASTICA
GESTACIONAL

para (1) troca do pesquisador principal, inclusdo de membros na equipe e exclusdo de participante da
equipe; (2) consolidacdo de somente um centro participante, que é a Maternidade Escola, o outro centro -
Hospital Anténio Pedro- ndo serd mais participante; (3) alteracao no desenho de estudo e ampliagédo do
periodo do estudo; (4) inclusdo de termo de confidencialidade de novo integrante da equipe de estudo e (5)
atualizagcdo do cronograma do estudo.

Trata-se de estudo observacional transversal e retrospectivo. As pacientes suspeitas de MH submetidas a
esvaziamento uterino sdo acompanhadas no ambulatério especifico da unidade. Sera feita revisdo dos
prontuarios discriminados nas agendas de marcagédo. As

pacientes com diagnéstico histopatolégico confirmado e com seguimento completo serdo incluidas no
estudo. Os dados serdo coletados desta revisdo de prontuarios e as pacientes

Endereco: Rua das Laranjeiras, 180

Bairro: Laranjeiras CEP: 22.240-003
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)2556-9747 Fax: (21)2205-9064 E-mail: cep@me.ufrj.br
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separadas em 2 grupos: remissdo espontanea e evolugéo para NTG. Para avaliar a influéncia da correlagéo
entre os dados do hemograma e a ocorréncia de NTG, os dados das pacientes com MH e remissao
espontanea serao comparados aos dados das

pacientes com MH com evolucéo para NTG.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primério:

Avaliar a correlacdo entre a razdo neutroéfilos/linfécitos e plaquetas/linfécitos nas pacientes com mola
hidatiforme e a progresséo para neoplasia trofoblastica gestacional.

Objetivo Secundario:

Avaliar a correlacdo entre a razdo neutroéfilos/linfécitos e plaquetas/linfécitos nas pacientes com mola
hidatiforme e: sintomas clinicos, histopatologia (mola parcial ou completa), nivel inicia de betaHCG,
neoplasia metastatica e neoplasia de alto risco.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

O acesso a analise dos dados sera feito apenas pelos pesquisadores envolvidos no projeto que se
comprometerdo com assinatura de termo de confidencialidade. O pesquisador afirma que o estudo nao
apresenta risco direto as pacientes por se tratar de pesquisa com analise retrospectiva.

No entanto, os pesquisadores ndo podem desconsiderar que segundo a resolucéo 466 de 12 de dezembro
de 2012 “ Toda pesquisa com seres humanos envolve risco em tipos e gradac¢fes variados”.

Quanto aos beneficio, os pesquisadores alegam que os resultados serdo tornados publicos sejam eles
favoraveis ou nao, de certa forma podendo sugerir que sejam feitas modificagdes no protocolo de
acompanhamento das pacientes. O estudo da hip6tese aventada de um valor preditivo de exames
laboratoriais realizados antes da intervencao operatéria nas pacientes com mola hidatiforme pode levar a
sugerir novos protocolos de seguimento a serem testados e ainda propostas terapéuticas precoces
profilaticas.

Comentérios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
Pesquisa relevante na geracao de conhecimento e para a instituicao que é referencia na assisténcia ao
publico acometido por esta afeccéo
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Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoéria:

O estudo propde dispensa do TCLE pois a avaliagédo serd apenas dos dados descritos em prontudrio, ndo
havera abordagem pessoal ou intervencao neste estudo. Sera assinado pelos pesquisadores envolvidos na
coleta de dados termo de confidencialidade e sigilo em relacdo aos dados do prontuario.

Cronograma nao esta atualizado no projeto.

Orgamento ok

Recomendacgdes:

(1) Rever a hipotese de que pacientes admitidas com diagnéstico de suspei¢cdo de mola hidatiforme a
ultrassonografia que apresentam valores elevados nestas relacfes terdo maior chance de desenvolver
neoplasia trofoblastica durante o seguimento. Pois se os critérios de inclusdo sdo os casos com diagnéstico
confirmado de gestacéo molar pelo histopatologico,ndo esta claro a questdo da suspeita ultrassonografica,
ja que muitos casos suspeitos ndo serdo sequer incluidos pois ndo terdo confirmacao histopatoldgica.

(2) Corrigir o desfecho primério do estudo que néo é a hipétese do mesmo e sim a ocorréncia da neoplasia
trofoblastica gestacional

(3) Corrigir no projeto do estudo , a atualizagdo do novo cronograma, pois a atualizacdo somente consta no
formulario da plataforma Brasil

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Atualizar cronograma no projeto

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagées Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS 153128 25/03/2020 Aceito
do Projeto 0 El.pdf 16:37:06
Outros Emenda_2020.doc 25/03/2020 | Anténio Rodrigues Aceito

16:34:39 | Braga Neto
Declaracéo de Projeto_Predicao_Termo_de_Confidenci| 25/03/2020 |Anténio Rodrigues Aceito
Pesquisadores alidade.doc 16:34:27 | Braga Neto
Projeto Detalhado/ |PROJETO_EMENDAS MARCADAS.do| 25/03/2020 |Anténio Rodrigues Aceito
Brochura C 16:34:11 | Braga Neto
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Investigador PROJETO_EMENDAS_MARCADAS.do| 25/03/2020 [Antdnio Rodrigues Aceito
c 16:34:11 | Braga Neto

Outros TERMODECONFIDENCIALIDADEESIGI| 15/09/2015 |Berenice Noguera Aceito
LO.pdf 21:22:45 |[Torres Timbé

Folha de Rosto FOLHA_DE_ROSTO_BERENICE_PBR | 15/09/2015 |Berenice Noguera Aceito
ASIL.pdf 19:34:52 | Torres Timbé

Situacéo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
N&o
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Assinado por:

Ivo Basilio da Costa Junior
(Coordenador(a))
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Abstract

Objective

To relate preevacuation platelet count and leukogram findings, especially neutrophil/lym-
phocyte ratios (NLR) and platelet/lymphocyte ratios with the occurrence of gestational tro-
phoblastic neoplasia (GTN) after complete hydatidiform mole (CHM) among Brazilian
women.

Methods

Retrospective cohort study of patients with CHM followed at Rio de Janeiro Federal Univer-
sity, from January/2015-December/2020. Before molar evacuation, all patients underwent a
medical evaluation, complete blood count and hCG measurement, in addition to other rou-
tine preoperative tests. The primary outcome was the occurrence of postmolar GTN.

Results

From 827 cases of CHM treated initially at the Reference Center, 696 (84.15%) had sponta-
neous remission and 131 (15.85%) developed postmolar GTN. Using optimal cut-offs from
receiver operating characteristic curves and multivariable logistic regression adjusted for
the possible confounding variables of age and preevacuation hCG level (already known to
be associated with the development of GTN) we found that >2 medical complications at
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presentation (aOR: 1.96, Cl 95%: 1.29-2.98, p<0.001) and preevacuation hCG >100,000
IU/L (aOR: 2.16, Cl 95%: 1.32-3.52, p<0.001) were significantly associated with postmolar
GTN after CHM. However, no blood count profile findings were able to predict progression
from CHM to GTN.

Conclusion

Although blood count is a widely available test, being a low-cost test and mandatory before
molar evacuation, and prognostic for outcome in other neoplasms, its findings were not able
to predict the occurrence of GTN after CHM. In contrast, the occurrence of medical compli-
cations at presentation and higher preevacuation hCG levels were significantly associated
with postmolar GTN and may be useful to guide individualized clinical decisions in post-
molar follow-up and treatment of these patients.

Introduction

Hydatidiform mole (HM) is the most common form of gestational trophoblastic disease
(GTD) and represents its benign spectrum [1]. It results from an abnormal fertilization, which
presents as either of two clinical forms, complete (CHM) and partial hydatidiform mole
(PHM), which differ from each other by their cytogenetic, histological, clinical and prognostic
profile [2].

PHM originates from a diandric triploidy, with rare atypical villi, and a generally mild clini-
cal presentation, which can progress to postmolar gestational trophoblastic neoplasia (GTN)
in about 1-5% of cases. CHM, on the other hand, results from a diandric diploidy, exhibiting
marked trophoblastic hyperplasia, exuberant clinical presentation and progression to postmo-
lar GTN in about 15-20% of cases [1-4].

GTN is highly curable, even in multimetastatic disease, due to multiagent chemotherapy
that, despite early and late toxicity, promotes disease remission [5, 6]. Patients with CHM who
are carefully followed with human chorionic gonadotropin (hCG) monitoring are generally
diagnosed with low-risk GTN and achieve high remission rates with single agent chemother-
apy with low morbidity [7, 8].

The prediction of postmolar GTN has made only limited progress. The prior established
prognostic parameters have failed to be highly predictive of the occurrence of postmolar GTN,
such as the presence of medical complications and the trophoblast pathology [9]. Promising
methods such as evaluation of ploidy, markers of cell proliferation and apoptosis [10, 11],
oncogene expression [12] and analysis of circulating micro ribonucleic acid (RNA) [13], are
complex and often unavailable in clinical practice, especially in developing countries, where
there is a higher incidence of HM. Knowing which patients are at high risk of developing post-
molar GTN and employing strict postmolar follow-up may facilitate early diagnosis of GTN.
Furthermore, identifying patients with minimal probability of developing postmolar GTN
may allow shorter hCG follow-up, particularly after hCG normalization, with a consequent
decrease in patients lost to follow-up, patients” anxiety and the costs of prolonged hormonal
surveillance.

Neutrophil/lymphocyte ratios (NLR) and platelet/lymphocyte ratios (PLR) have been asso-
ciated with prognosis for many different non-malignant and malignant diseases, including
gynecological tumors, suggesting these hematological findings of inflammation and oxidative
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stress in peripheral blood may be involved in disease pathogenesis and may serve as a prognos-
tic marker as well [14, 15]. However, the studies are heterogeneous and present controversial
results. Moreover, the data for the assessment of these parameters in the prognosis of HM are
scarce and come from series with few cases evaluated [16-18].

This study evaluates the potential relationship between the blood count results, especially
the NLR, and the occurrence of postmolar GTN among Brazilian women. Our results are par-
ticularly important because of the need for simple prognostic variables that might be obtained
from complete blood cell counts that are systematically requested before molar evacuation and
are widely available in clinical practice, even in countries with limited health resources.

Material and methods
Study design

This is a retrospective historical cohorts study of patients with HM followed at the Rio de
Janeiro Trophoblastic Disease Center—Maternity School of Rio de Janeiro Federal University
(Rio de Janeiro—R], Brazil, data entered by ACC and BT and audited by AB), from January 1*
2015 to December 31 2020. This study was approved by the local Institutional Review Board
associated with the Brazilian Research Ethics Committee of the Maternity School of the Rio de
Janeiro Federal University (CAAE 49462315.0.0000.5275, opinion number 1.244.337 of Sep-
tember 25", 2015 and 3.972.252 of April 15™, 2020 ~amendment). The study was done with
anonymized patient records, so the Ethics Committees waived the need for obtaining individ-
ual informed consent.

Study participants

The participants in this study were women who underwent molar evacuation at the Rio de
Janeiro GTD Reference Center (CR) [19] and diagnosed with CHM, confirmed by histopa-
thology [20]. We decided to evaluate only the cases of CHM because, in addition to being epi-
demiologically more frequent in our sample more reliably diagnosed than PHM, CHM have a
higher occurrence of postmolar GTN, providing a more appropriate correlation with the pri-
mary outcome of this study.

All patients included in this study were followed to six months after hCG normalization or
until the diagnosis of postmolar GTN. Hormonal contraception was advised during all follow-
up [21]. Patients with histopathological diagnosis of PHM or twin molar pregnancy, those
who became pregnant or were lost to follow-up were excluded from this study.

To obtain the complete blood count, no fasting was required. In all patients, the blood test
was collected within 6 hours before surgery. The blood collection area was sanitized with cot-
ton and alcohol. An elastic band was attached above the area to be punctured, so that the vein
could be clearly seen. A fine needle was inserted into the vein and a total of 2 mL venous blood
sample was collected from each patient. All blood samples were placed in tripotassium ethyl-
ene diamine tetraacetic acid anticoagulation tubes. All measurements were analyzed using a
Pentra ES 60 (Horiba Medical, Montpellier, France) within 30 minutes after blood collection.
White blood cell count, platelet count, neutrophil count, lymphocyte count (as well as band
neutrophils and segmented neutrophils) were obtained directly from the blood analyzer, while
NLR and PLR were obtained by dividing neutrophil count or platelet count by lymphocyte
count, respectively. Similarly, during the entire cohort study, we used the Siemens Diagnostic
Products Corporation Immulite™ assay to measure hCG, with the reference value for normal
serum hCG results below 5 IU/L.
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Outcome

The primary outcome evaluated was the occurrence of postmolar GTN. The secondary out-
comes evaluated were the occurrence of medical complications, high preevacuation hCG levels
and the presence of abnormalities in blood count parameters among patients with CHM,
before molar evacuation.

Variables

The following population variables were studied: age (in years), number of gestations, births
and abortions of the patient.

Clinical and biochemical variables evaluated included: gestational age at diagnosis (in
weeks), largest uterine diameter (in millimeters, evaluated by pelvic-transvaginal ultrasound),
preevacuation hCG serum level (in IU/L), occurrence of medical symptoms at presentation
(%): hemorrhage, enlarged uterus for gestational age (defined as a uterus measuring at least 4
cm more than expected for gestational age), theca lutein cysts larger than 6 cm (measured by
pelvic-transvaginal ultrasound); early-onset pre-eclampsia (blood pressure of 140mmHg or
greater for systolic pressure or 90mmHg or greater for diastolic pressure, on two occasions at
least 4 hours apart in a previously normotensive patient, in the presence of proteinuria of
300mg or more in 24 hours or on the presence of headache, visual turbidity, abdominal pain
or altered laboratory tests, such as platelets <100,000/mm?, hepatic enzyme elevation more
than double the basal level, serum creatinine >1.1mg/dL or double the baseline, or pulmonary
edema and visual or brain disorders such as headache, scotomas, or convulsions) and hyper-
emesis (presence of five or more episodes of vomiting per day, with or without metabolic alter-
ations) [22].

Time to remission (in weeks) was defined as the period between the molar evacuation and
the third hCG measurement of under 5 IU/L. We used the criteria established by Fédération
Internationale de Gynécologie et d’Obstétrique (FIGO) and European Society for Medical
Oncology for postmolar GTN diagnosis: rising (more than 10%) hCG levels for three consecu-
tive weeks or plateaued for four weeks, a histological diagnosis of choriocarcinoma or metasta-
ses detected during post-molar follow-up, particularly in the lungs and pelvis [23, 24].

Statistical analysis

We calculated a minimal sample size to detect mean differences in NLR between postmolar
GTN and spontaneous remission among Brazilian women with CHM, considering a power of
80%, a significance level of 5% and a standard deviation in NLR of 1.93 for the control group
and a standard deviation of 1.94 for the treatment group, and a minimum difference to detect
of 0.40. Considering the calculation of the minimum number of patients to be included in this
study, to ensure the power of its conclusions, we required a sample size of at least 736 subjects.

Categorical variables were described as absolute and relative frequencies, while continuous
variables as medians and interquartile ranges. To compare proportions, a Chi-square test was
used and the Mann-Whitney U test was used to compare continuous variables.

The optimal cut-points for leukogram variables were estimated by the Receiver Operating
Characteristic (ROC) curve by minimizing the Euclidean distance between the curve and the
point (0,1) in the ROC space. For each of the evaluated laboratory markers, their sensitivity
(Se), specificity (Sp), positive (PPV) and negative predictive value (NPV) for the occurrence of
the outcome of interest were calculated.

For outcomes of interest, crude and age/hCG-adjusted odds ratios (aOR) with 95% confi-
dence intervals (CI) were calculated using the Wald test for logistic regression. The estimated
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optimal cut-points were categorized and used as predictors in their respective logistic
regression.

The analyses were carried out using SAS software, version 9.4 and the R software, version
4.1.3, was performed for graphics. All analyses considered a significance level of 0.05.

Results

Fig 1 is a flow diagram summarizing the derivation of the study population. From January
2015 to December 2020, 1,685 patients with HM were followed at Rio de Janeiro GTD RC.
Among these, 1,298 underwent uterine evacuation at the RC. After excluding cases of PHM
(394 patients), twin molar pregnancy (13 patients), those who got pregnant (5 patients) or
were lost to postmolar follow-up (59 patients), the final study population comprised 827 cases
of CHM. Among these, 696 (84.15%) had spontaneous remission and 131 (15.85%) developed
postmolar GTN.

The clinical characteristics of the study cohort are presented in Table 1. We observed that
cases of CHM with advanced maternal age (33 versus 26 years, p<0.001), larger uterine diame-
ter (110 versus 104mm, p = 0.042) and with hemorrhage (67.18% versus 41.67%, p<0.001) and
enlarged uterus for gestational age (42.75% versus 28.59%, p = 0.001) as medical symptoms at
presentation were associated with the development of postmolar GTN, and therefore longer
time to remission (14 versus 9 weeks, p<0.001) when compared to patients who had spontane-
ous remission, respectively.

Table 2 shows that the difference in platelet count (257,500 versus 258,000mm°>, p =0.803)
and leukogram assessment, especially NLR (2.79 versus 2.64, p = 0.307) or PLR (129.26 versus
123.75, p = 0.610), were not associated with the occurrence of postmolar GTN, with the excep-
tion of the preevacuation hCG level (235.497 IU/L versus 154,409 IU/L, p<0.001) when com-
pared to patients who had spontaneous remission, respectively.

To obtain the optimal cut-off among the different laboratory markers studied in the com-
plete blood count, ROC curves for the occurrence of postmolar GTN were studied as shows in
Fig 2. Table 3 present data, for each of these laboratory markers, including the area under the
curve, its Se, Sp, PPV and NPV for the occurrence of the outcome evaluated. Platelet count
and band neutrophils had the highest PPV (0.85 and 0.84), albeit with modest sensitivity (0.55
and 0.49) and specificity (0.49 and 0.52), respectively.

Using these optimal cut-offs from the ROC curves in multivariable logistic regression,
adjusted for possible confounding variables of age and preevacuation hCG level, already
known to be associated with the development of GTN, Table 4 shows that only the occurrence
of >2 medical complications at presentation (aOR: 1.96, CI 95%: 1.29-2.98, p = 0.001) and
preevacuation hCG >100,000 IU/L (aOR: 2.16, CI 95%: 1.32-3.52, p = 0.002) were able to pre-
dict the occurrence of postmolar GTN. None of the complete blood count parameters nor
their ratios were prognostic.

Discussion

While the occurrence of at least two medical complications at presentation and higher hCG
preevacuation levels were associated with an increased chance of developing GTN during post-
molar follow-up, none of the blood count parameters obtained before molar evacuation, nota-
bly platelet count, NLR or PLR, were able to predict the occurrence of postmolar GTN in the
CHM population studied.

The intricate molecular mechanisms involved in the progression of CHM into GTN are
not fully understood. It is noteworthy that our data reinforce the perception that the early
diagnosis of CHM, while making the clinical presentation of this disease milder [25], does
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Fig 1. Flow diagram summarizing the derivation of the study population.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0277892.9001

not have a protective effect against the occurrence of postmolar GTN [26]. This suggests that

the propensity to develop GTN may already be present in the trophoblast tissue even before
uterine evacuation. The presence of medical complications at presentation and the preeva-
cuation hCG level have been classically associated with this outcome [1]. This study adds to
the prior knowledge in the field by showing that the findings of the hemogram performed
before molar evacuation, evaluated by optimal cut-off points, obtained by ROC curves, and
adjusted for confounding variables, were not significantly associated with the development
of postmolar GTN, as suggested by previous, smaller studies.

Table 1. Clinical characteristics of patients with complete hydatidiform mole associated with spontaneous remission or progression to gestational trophoblastic

neoplasia.
Variables HM * with SR ® (N = 696) HM * with progression to GTN © (N = 131) p-value *
Age (years) # 26 (20-34) 33 (24-41) < 0.001
Gestation * 2(1-3) 2(1-3) 0.726
Parity 0 (0-1) 1(0-1) 0.236
Abortion * 0(0-1) 0(0-1) 0.605
Gestational age at diagnosis (weeks) # 11 (9-14) 10 (9-13) 0.099
Largest uterine diameter (millimeter) * 104 (82-123) 110 (82-140) 0.042
Medical symptoms at presentation (%)
Hemorrhage 290 (41.67) 88 (67.18) < 0.001
Enlarged uterus for gestational age 199 (28.59) 56 (42.75) 0.001
Theca lutein cysts 37 (5.32) 13 (9.92) 0.042
Preeclampsia 23 (3.30) 5(3.82) 0.766
Hyperemesis 157 (22.56) 35 (26.72) 0.301
Time to remission (weeks) * 9.00 (6.00-9.71) 14.00 (10.00-19.00) < 0.001

* Median and interquartile range.
* Chi-square or Mann-Whitney tests.
?. CHM. Complete hydatidiform mole.

® SR. Spontaneous remission.

. GTN. Gestational trophoblastic neoplasia.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0277892.t001
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Table 2. Laboratory findings of patients with complete hydatidiform mole associated with spontaneous remission or progression to gestational trophoblastic

neoplasia.

Variables *
hCG¢ preevacuation (IU/L)
Platelets (mm?)
Leukogram
White blood count (mm?)
Lymphocyte (mm’)
Neutrophil (mm?)
Band neutrophils (mm?>)

Segmented neutrophils (mm?)
Ratio neutrophil/lymphocyte
Ratio platelets/lymphocyte

* Median and interquartile range.
* Mann-Whitney test.
*. HM. Hydatidiform mole.

® SR. Spontaneous remission.

. GTN. Gestational trophoblastic neoplasia.
4. hCG. Human chorionic gonadotropin.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0277892.t002

HM * with SR ® HM *° with progression to GTN ¢ p-value *
154,409 (67,531-310,160) 235,497 (110,034-671,275) < 0.001
258,000 (214,000-299,000) 257,500 (212,000-303,000) 0.803
7,478 (6,120-9,450) 7,557 (6,080-9,476) 0.862
2,046 (1,620-2,541) 1,980 (1,550-2,520) 0.535
5,463 (4,148-7,052) 5,613 (4,290-7,100) 0.684
160 (82-292) 156 (91-300) 0.750

5,340 (4,080-6,825) 5,373 (4,212-6,920) 0.741
2.64 (2.03-3.63) 2.79 (2.19-3.61) 0.307
123.75 (97.81-161.80) 129.26 (98.02-165.14) 0.610

Although most studies that evaluate the laboratory findings of the complete blood count
compare patients with HM and a control formed by non-pregnant [27], healthy pregnancies
[28] or even with cases of abortion [29, 30], three studies were identified that evaluated these
findings among HM patients with spontaneous remission or that developed postmolar GTN.
Guzel et al. found an association between NLR and the occurrence of postmolar GTN, but
with values more than three times higher than we reported in the current study (8.96 versus
2.58, respectively) [18]. This may have occurred because these authors evaluated only 8
patients with postmolar GTN, a number 100 times lower than ours. The same limitation is
present in the study by Yayla et al. who, when comparing 13 cases of postmolar GTN, found
significantly lower levels in the PLR of patients who developed GTN [19]. Verit, reported that
the platelet count was significant lower in patients who would develop postmolar GTN [20].
However, in addition to not comparing the platelets count obtained by the optimal cut-off
point from ROC curves, the results of these three studies were not adjusted for confounding
variables, in a multivariable logistic regression, as here. This is essential to exclude the influ-
ence of other variables on the results found. It is worth noting, for example, that, although dis-
crete, the decrease in lymphocyte and platelet counts is expected with age, which, inversely,
increases the occurrence of postmolar GTN, showing the importance of eliminating the effect
of these confounders in this study.

Generally, cancer has many common features with infectious or inflammatory responses to
trauma such as immune activation, acute phase response and systemic inflammation [16]. In
this context, numerous studies have shown an association between high levels of NLR and
tumor outcomes, making this marker frequently included in the prognostic evaluation of sev-
eral solid tumors [31]. However, an extensive review of 204 meta-analyses of observational
studies found that in only 60 meta-analyses (29%) an elevated NLR finding was, in fact, signifi-
cantly associated with tumor prognosis. Furthermore, that paper also drew attention to the
great heterogeneity of the studies evaluated, many with small sample sizes, generating small
study effect biases, which need to be considered [32]. Another point is that many of the associ-
ations between blood count findings and oncologic prognosis come from observational studies
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Fig 2. Receiver operating characteristic curve demonstrating area under curve of white blood count, lymphocytes, platelets
count, total neutrophils, band neutrophils, segmented neutrophils, neutrophil-lymphocyte ratio and platelet-lymphocyte ratio
for the occurrence of gestational trophoblastic neoplasia among patients with complete hydatidiform mole.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0277892.9002

in which results that lie between OR 0.33 and 3 are considered significant, in which there is a
risk of large bias potentially leading to spurious associations [33], demanding caution in the
interpretation of these results.

Although the NLR and other blood cell component counts were unable to predict the cases
of CHM that will develop postmolar GTN, it would be important to evaluate these markers in
cases of postmolar GTN, in order to assess whether there is a relationship between these find-
ings and the occurrence of chemoresistance, high risk disease, number of chemotherapy cycles
to remission and time to remission, and survival rate or recurrence. Perhaps, studying estab-
lished neoplasia (GTN), instead of pre-malignant disease (CHM) can provide better prognos-
tic parameters. Although new modern technologies such as microRNA have shown promising
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Table 3. Predictive variables of the occurrence of gestational trophoblastic neoplasia among patients with complete hydatidiform mole obtained by receiver operat-

ing characteristic curves.

Variables Area under curve Optimal cut off Se® Sp® PPV € NPV ¢
Platelets (mm?) 0.51 253,000 0.55 0.49 0.85 0.17
Leukogram
White blood count (mm?) 0.50 8,010 0.46 0.58 0.17 0.85
Lymphocyte (mm>) 0.52 1,998 0.53 0.52 0.85 0.17
Neutrophil (mm?) 0.51 5,720 0.49 0.55 0.17 0.85
Band neutrophils (mm?) 0.49 162 0.49 0.52 0.84 0.16
Segmented neutrophils (mm°) 0.51 5,544 0.49 0.54 0.17 0.85
Neutrophil/lymphocyte ratio 0.53 2.55 0.61 0.47 0.18 0.86
Platelets/lymphocyte ratio 0.51 123.75 0.57 0.50 0.18 0.86

?. Se. Sensitivity.

®, Sp. Specificity.

¢, PPV. Predictive positive value.
4. NPV. Negative predictive value.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0277892.t003

results in predicting the prognosis of CHM, their cost and availability limit their clinical use
[13], which contrasts with NLR and other blood cell counts that are simple, inexpensive and
widely available laboratory tests, which need to be further evaluated.

The greatest strength of our study was the use of an adequate statistical methodology that

could identify the predictive factor of the outcome, excluding the effect of confounding vari-
ables. Furthermore, our study presented the largest series evaluating the potential relationship
between the blood count in patients with hydatidiform mole in the literature, exceeding the
minimum number of patients necessary to guarantee the power of its results. However, our

Table 4. Logistic regression for prognostic factors associated with development of gestational trophoblastic neoplasia after complete hydatidiform mole.

Variables cOR ** (95% CI) p-value aOR " * (95% CI) p-value
Gestational age > 10 weeks 0.72 (0.46-1.13) 0.150 0.76 (0.46-1.25) 0.275
Occurrence > 2 medical complications * 2.22(1.52-3.24) <0.001 1.96 (1.29-2.98) 0.001
Preevacuation hCG ¢ >100.000 IU/L 2.14 (1.32-3.48) 0.002 2.16 (1.32-3.52) 0.002
Platelets > 253,000 mm?> 0.85 (0.58-1.24) 0.397 0.93 (0.62-1.41) 0.742
Leukogram
White blood count > 8,010 mm’ 1.18 (0.81-1.72) 0.391 1.08 (0.71-1.64) 0.710
Lymphocyte > 1,998 mm® 0.80 (0.55-1.17) 0.251 0.89 (0.59-1.35) 0.593
Neutrophil > 5,720 mm® 1.20 (0.82-1.74) 0.349 1.08 (0.71-1.63) 0.717
Band neutrophils > 162 mm® 0.91 (0.63-1.33) 0.628 0.92 (0.61-1.39) 0.686
Segmented neutrophils > 5,544 mm’ 1.15 (0.79-1.67) 0.477 1.03 (0.68-1.56) 0.875
Ratio neutrophil/lymphocyte > 2.55 1.44 (0.98-2.12) 0.060 1.29 (0.85-1.96) 0.228
Ratio platelets/lymphocyte > 123.75 1.36 (0.93-1.99) 0.108 1.49 (0.98-2.25) 0.061

*. Wald test for logistic regression.
#
?. cOR. Crude odds ratio.

® aOR. Adjusted odds ratio by age and hCG.
c

. hCG. Human chorionic gonadotropin.
4. Adjusted odds ratio by age

. Medical complications: hemorrhage, enlarged uterus for gestational age, theca lutein cysts, preeclampsia or hyperemesis.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0277892.t004
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study does have several limitations. The study is retrospective in nature and retrospective stud-
ies may potentially be prone to bias as records may be less complete and have less accurate
record keeping. In addition, we only focused on the common parameters of the complete
blood count and did not evaluate other hematologic variables such as red cell distribution
width, mean corpuscular volume, or rare lymphocyte subsets.

In conclusion, even though the blood count results were not able to predict the progression
of CHM into GTN, the occurrence of medical complications at presentation and higher pree-
vacuation hCG levels were significantly associated with postmolar GTN and may be useful to
guide individualized clinical decisions in post-molar follow-up and treatment of these patients.
However, it would be helpful to identify an inexpensive and widely available laboratory prog-
nostic markers to aid in the prediction of postmolar GTN.
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