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RESUMO

Objetivos: fazer um artigo de revisdo sobre gestacdo ectdpica (GE) em
fertilizacdo de alta complexidade, definir o perfil epidemioldgico e reprodutivo
das mulheres portadores de GE, avaliar a prevaléncia de GE poés-fertilizacéo
de alta complexidade e verificar se a transferéncia de embrides congelados
reduz as taxas de GE. Métodos: foram revisadas todas as transferéncias de
embrides frescos e congelados realizadas através de fertilizacéo in vitro pela
técnica de injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides no periodo
compreendido entre janeiro de 2007 a dezembro de 2014. Foram incluidas
as gestacOes clinicas, sendo consideradas as gestacdes com visualizacao
de saco gestacional intraltero e gestacfes ectépicas. As gestacles
ectdpicas foram diagnosticadas por ultrassonografia e/ou laparoscopia. A
prevaléncia de ectépica e a comparacdo das taxas entre os grupos de
embrides frescos e congelados foram verificadas por meio da andlise de
regressdo logistica utilizando o programa Software SPSS versdo 15.0.
Resultados: foram analisadas 933 fertilizagdes in vitro que resultaram em
gestacdes clinicas e verificou-se 19 casos de gestacBes ectopicas. As
fertilizacbes com embrides frescos totalizaram 772 (grupo |) e com embrides
congelados 161 (grupo 2). A prevaléncia de gestacao ectdpica foi de 2,02 %.
No grupo | ocorreram 16 gestacdes ectopicas representando uma taxa de
2,1 % das fertilizacGes, no grupo 2 a taxa foi de 1,9 %. Uma menor taxa de
gestacado ectopica com embrides congelados foi verificada em comparacéo
com embrides frescos, porém, ndo apresentou significAncia estatistica
(p=0,86) (OR= 0,89, IC 0,258 — 3,11). Conclusbes: o perfil reprodutivo das
pacientes que apresentaram GE foi de mulheres jovens com parceiros
jovens, com boa resposta ovariana e que tiveram mais de trés embribes
transferidos. A prevaléncia de GE verificada no presente estudo foi de 2,02
%. Observou-se que ndo houve diferenca significativa quanto a GE quando
foram comparadas as transferéncias de embrides frescos com o0s
congelados.

Palavras-chaves: gestacédo ectopica. FIV. ICSI. Prevaléncia. Transferéncia
de embrido.
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ABSTRACT

Aims: To make a review article on ectopic pregnancy (EP) in high complexity
fertilization, to define the epidemiological and reproductive profile of women
carriers of EP, to evaluate the prevalence of EP after in vitro fertilization (IVF)
and to verify if the transfer of frozen embryos reduces the rates of EP.
METHODS: All fresh and frozen embryos transfers obtained through IVF via
ICSI conducted between January 2007 and December 2014 were reviewed.
Clinical pregnancies characterized by the visualization of an intrauterine
gestational sac or ectopic pregnancy were included in the evaluation. Ectopic
pregnancies were diagnosed by ultrasonography and / or laparoscopy. The
prevalence of EP and the comparison of the rates between fresh and frozen
embryos transfers were analyzed by logistic regression using the SPPS
software version 15.0. Results: Of the 933 embryos obtained through IVF
that resulted in clinical pregnancies, 19 cases of EP were found. The
fertilization with fresh embryos resulted in 772 clinical pregnancies (group 1),
and 161 with frozen embryos (group I). The global prevalence of EP was
2.02%. When considered by group, group one had 16 EP that represented a
rate of 2.1% and group two had a rate of 1.9%. There was a lower rate of
ectopic pregnancy with frozen embryos in comparison to fresh embryos,
although this did not demonstrate statistical significance (p=0.86)(OR=0.89,
IC=0.258-3.11). CONCLUSIONS: The reproductive profile of patients that
exhibit EP was of young female with young partner, good ovarian response
and that had more than 3 embryos transferred. The prevalence of EP in this
study was 2.02. It was observed that there was no significant difference in
the occurrence of EP when both groups, frozen and fresh embryos, were

compared.

Keywords: Ectopic Pregnancy. IVF. ICSI. Prevalence. Embryo transfer.
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1 INTRODUGCAO

A gestagdo ectopica, em virtude de sua crescente incidéncia e
significativos indices de morbidade e mortalidade, € considerada em paises
desenvolvidos uma verdadeira questdo de saude publica (CAPMAS et al.,
2014).

Denomina-se gestacdo ectdpica a gestacdo cuja implantacdo e
desenvolvimento do ovo ocorrem fora da cavidade uterina. A tuba uterina é o
local mais frequente de ocorréncia de gestacao ectopica sendo responsavel
por 95 % dos casos. Nessas gestacdes tubéarias a implantacao ocorre em 70
a 80 % das vezes na regidao ampular, em 12 % no istmo, na regido
infundibular em 6 a 11 % e na regido intersticial em 2 a 3 % (MARION,
MEEKS, 2012; RANA et al., 2013).

A gestacdo ectopica geralmente se encontra associada a fatores
de risco que causam lesdo tubaria e, consequentemente, alteracdes no
transporte ovular. Potenciais causas de gestacdes ectopicas incluem
anomalias congénitas nas tubas, cirurgias prévias, uso de dispositivo
intrauterino, endometriose, infeccdo pélvica e fertilizacao assistida (FANG et
al., 2015).

A incidéncia de gestacdo ectépica varia de 0,3 a 1,4 % nas
gestacdes espontaneas. A taxa é maior nas gestacdes provenientes de
fertilizacdo in vitro (FIV) e variam de 2,2 a 8,6 %. Em grupos com
comprometimento tubério, porém, esse indice pode ser maior chegando a 11
%. Teoricamente, deveria ocorrer uma diminui¢cdo na incidéncia de gestacéo
ectdpica quando se utilizasse técnicas de FIV ja que nessas as trompas hao
estdo diretamente envolvidas. Diversos estudos, entretanto, vém
demonstrando uma alta incidéncia, aumentando assim 0s questionamentos
sobre a fisiopatologia envolvida (CLAYTON et al., 2006; MALAK et al.,
2011).

Como fatores de risco para a gestacdo ectopica em FIV ja
levantados por alguns estudos publicados podem ser destacados o
comprometimento tubario, a técnica inadequada e numero de embrides

transferidos, tipo de embrido e outros fatores, mas eles nao estao
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completamente esclarecidos do ponto de vista consensual (CHANG, SUH,
2010).

Considerando que a gestacéo ectopica € condicao de alto risco de
mortalidade e € considerada um problema de saude publica, o presente
trabalho teve a finalidade de identificar o perfil das mulheres acometidas por
essa doenca, estabelecer a prevaléncia da gestagéo ectopica em fertilizacéo
de alta complexidade e comparar as taxas de gestacbes ectopicas
verificadas em grupos que receberam embrides frescos com o0s que

receberam embrides congelados.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fecundacao em Gestacdes Espontaneas

A fecundacado é o processo fisiologico no qual ocorre a fusdo de
duas células haploides (odécito e o espermatozoide) para a formacédo de um
novo organismo diploide com codigo genético derivado de ambos os
gametas (GEBER et al., 2012).

O gameta feminino (oécito) é liberado pelo ovario cerca de 24 a
36 horas apds o pico de estradiol e 12 horas ap0s o pico do hormdnio
luteinizante (LH). Essa fase corresponde ao periodo da ovulacdo em que se
inicia o transporte do gameta feminino até o utero (BUDUNKI et al, 2012).
Apoés a ovulacao, o 6vulo esta cercado pelas células foliculares que aderem
a superficie do ovario até serem finalmente captadas pelas fimbrias da
trompa. As células foliculares proporcionam contato indispensavel para que
os cilios existentes em certas células do epitélio das fimbrias impulsionem o
ovulo para dentro do infundibulo da trompa. O transporte do odcito pela
trompa ocorre pelos movimentos ciliares e, principalmente, pela contracdo
da musculatura tubaria (MONTENEGRO et al., 2013). Em geral, o tempo do
transporte do gameta feminino é de 5 dias, ja o tempo da fertilizacdo, que é
0 encontro com o gameta masculino, ocorre 12 a 24 horas ap6s o coito
(BUDUNKI et al, 2012).

Os gametas masculinos sdo depositados na vagina
principalmente em fundo de saco e ascendem pelo trato genital feminino
(cérvice, utero e trompa) guiados por fatores quimiotaticos. Nesse trajeto
passam pelo processo de capacitacdo e hiperativacdo o que os tornara
aptos para a fecundacédo do odcito. A capacitacdo compreende mudancas
estruturais e bioquimicas pela qual os espermatozoides passam a adquirir a
capacidade de induzir a reacdo acrossémica (CAMARGOS et al., 2012). A
reagcdo acrossbmica € caracterizada pelo aparecimento de pequena
perfuracdo na parede do acrossoma por onde saem as enzimas que digerem

a coroa radiada e a zona peliucida do gameta feminino favorecendo o
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percurso do espermatozoide para dentro do 6vulo (MONTENEGRO et al.,
2013).

A fecundacéo ocorre geralmente na ampola tubaria, regido mais
larga e comprida. Quando o odécito ndo é fecundado ele percorre o trajeto
lentamente em direcdo ao Utero onde sofre degeneracao e é absorvido. Para
que aconteca a fertilizacdo € necessario que ocorram as seguintes etapas
(CAMARGOS et al., 2012):

1. Reconhecimento e contato entre espermatozoide e o0cito,

2. Regulamentacao da entrada do espermatozoide no odcito,

3. Fusédo do material genético.

O contato inicial do espermatozoide com o odcito € mediado por
receptores presentes na zona pellcida contendo glicoproteinas (ZP1, ZP2 e
ZP3).

A glicoproteina ZP3 é responséavel pela ligagdo primaria com o
espermatozoide e a ZP2 aparece ap0s a reacdo acrossdmica para evitar a
penetracdo de outro espermatozoide (BUDUNKI et al, 2012).

A penetracdo do espermatozoide na zona pellcida é o processo
mais importante. Aqui ocorre a liberagdo de esterase, acrosina e
neuramidase que formam um caminho mais facil para o espermatozoide
alcancar o 6vulo. Posteriormente, ocorre fusdo das membranas plasmaticas
do odcito e do espermatozoide. A cabeca do espermatozoide penetra no
citoplasma do oécito que estava parado na segunda divisédo celular e occore
a formacdo do pro-nacleo feminino e do pré-ndcleo masculino. As
membranas dos pro-ndcleos se dissolvem e 0s cromossomos se condensam
dando inicio as divisGes mitéticas. No 4° dia forma-se a morula que se
converte em blastocisto. No 5° dia o blastocisto encontra-se livre na
cavidade uterina ap0Os percorrer as tubas através de movimentos ciliares e
peristalticos. Por volta do 7° dia inicia-se a implantacdo no endométrio. O
endométrio devera estar preparado para a implantacdo por meio do estimulo
hormonal do ciclo menstrual e do estado de quiescéncia uterina (CHANG,
SUH, 2010).

2.2 Esterilidade Conjugal
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A esterilidade pode ser definida como a inabilidade de um casal
sexualmente ativo, sem a utilizacgdo de métodos contraceptivos, de
estabelecer gestacdo dentro de um ano, periodo no qual por volta de 90 %
dos casais o fazem. Ela é um fendmeno universal que atinge
aproximadamente 8 a 15 % dos casais, independente dos fatores
socioecondmicos ou culturais (WHO, 1999). De acordo com a Organizagéo
Mundial de Saude (OMS), a mulher € responsavel por 41 % dos casos de
infertilidade e o homem por 24 %, ja a associacdo de fatores masculinos e
femininos acomete 14 % dos casais e em aproximadamente 25 % dos
casais nenhuma causa de infertilidade pode ser identificada (ZABEENA et
al., 2015).

Assim sendo, a investigacdo deve ser a mais completa possivel,
pois um achado n&do exclui a possibilidade de outra causa, uma vez que a
presenca de mais de um fator € encontrada em 20 % dos casais inférteis.
Entre as causas atribuidas a mulher, as disfun¢des ovulatorias acometem 20
a 30 %, as causas tubarias, uterinas e peritoneais respondem por 25 a 50 %,
sendo o fator tubario preponderante ao fator uterino (CANCADO et al.,
2012).

2.3 Fertilizacao in vitro (FIV)

A fertilizacdo in vitro € o método de alta complexidade para os
casais inférteis. Ela consiste no apoio tecnolégico as funcdes naturais para
se obter a concepcdo e envolve a presenca de médicos e auxiliares para
favorecer a aproximacdo dos gametas (BRAGA, BORGES JR, 2014,
PEREIRA, CATAFESTA, 2014).

As indicacbes precisas para o0s procedimentos de alta
complexidade sao:

- Extensdo e gravidade do comprometimento tubario devido a
sequelas graves de infecdbes por clamidia, aderéncias pélvicas,
endometriose e laqueaduras;

- Auséncia de gestacdo apdés 2 anos de tratamento cirdargico
reparador para reverter a laqueadura;

- Gestacéo ectopica apos reversao de laqueadura;
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- Pacientes com mais de 38 anos;

- Presenca de fator masculino, alteragbes no sémen (ZABEENA et
al., 2015);

- Preservacdo da fertilidade associada a presenca de neoplasia
maligna;

- Falha no tratamento de complexidades menores, independente
do fator causal.

As técnicas de fertiliza¢éo in vitro vém melhorando os indices de
sucesso nos ultimos anos em razdo dos avangos tecnoldgicos e melhor
conhecimento da fisiologia da reproducdo humana. Em séries especiais
podem ser alcancadas taxas de até 70 % de gestacOes, embora a média
relatada pelas diferentes associacfes esteja ao redor de 35 % devido a
fatores que envolvem a complexidade de cada caso e a idade da mulher
(BRAGA, BORGES JR, 2014; PEREIRA, CATAFESTA, 2014).

O relatorio da Redlara (2007) leva em consideracao os dados dos
paises latino-americanos com carateristicas socioculturais e epidemiolégi-

cas similares (Tab. 1).

Tabela 1. Relatério REDLARA, 2014

Transferéncias embrionéarias 24.047
Gestacdes Clinicas 8.224
Partos com pelo menos 1 RN vivo 6.481

Fonte: http://www.jbra.com.br/media/html/JBRA1081.html

Etapas da Fertilizac&o in vitro

Embora as primeiras tentativas tenham sido realizadas em ciclos
naturais, atualmente a maioria dos centros utiliza agentes farmacolégicos
para induzir a ovulacédo e obter um namero maior de 6vulos com o proposito
de garantir a escolha dos melhores embrides (BRAGA, BORGES JR, 2014;
PEREIRA, CATAFESTA, 2014).

Referencial teérico 6



A primeira parte do processo consiste na estimulacdo ovariana.
As drogas utilizadas durante um ciclo de FIV para recrutamento folicular
incluem analogos de hormonio liberador de gonadotrofina coriénica humana
(GnRH) e drogas indutoras simuladoras do pico de LH (CAMARGOS et al.,
2012).

Atualmente, a preferéncia recai sobre gonadotrofinas
recombinantes ou menotrofinas altamente purificadas associadas ao GnRH
agonista ou antagonista para bloquear a descarga de LH extemporanea.
Excepcionalmente, pode-se utilizar o citrato de clomifeno ou inibidores da
aromatase. A monitorizagcdo do desenvolvimento folicular e endometrial é
realizada com ultrassonografia transvaginal (USTV).

Em segundo lugar, é realizada a inje¢cdo de gonadotrofina coriénia
humana (hCG) na dose de 10.000 Ul, com o intuito de promover o
rompimento folicular e a dispersdo do cumulus. A coleta de Ovulos é
realizada com USTV e pode ser feita em carater ambulatorial com sedacédo
rapida. Posteriormente a coleta, o liquido aspirado é levado ao laboratorio
para a procura por oo6citos. Na sequéncia é realizada a fecundagéo
extracorpérea, ou seja, in vitro, podendo essa ocorrer pela forma classica ou
por injecao intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI). Na FIV classica
0s espermatozoides penetram o 6vulo sem a ajuda de aparelhos, na ICSI
sdo utilizadas técnicas de micromanipulacdo injetando-se um Unico
espermatozoide dentro do citoplasma do odcito. A ICSI € indicada
principalmente em casos de infertilidade masculina, pois, se pelo menos um
espermatozoide for isolado a fertilizacdo pode ser alcancada (CAMARGOS
et al., 2012).

A transferéncia embrionaria constitui uma das etapas mais
importantes do ciclo e ndo pode ser subestimada. Ela sera feita de 1 a 5 dias
apos a fertilizacdo in vitro e o estagio embrionario ira variar de pré-nicleo a
blastocisto. A taxa de gestacdo estd diretamente interligada ao nimero de
embrides transferidos, porém, a transferéncia de um grande numero de
embridbes aumenta o risco de patologias. Os embrifes sdo transferidos para
a cavidade endometrial através de um cateter, via colo uterino, sem a
necessidade de anestesia, estando a paciente em posicdo de litotomia
(BRAGA, BORGES JR, 2014; PEREIRA, CATAFESTA, 2014).
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E necessario realizar o suporte hormonal, haja vista que o uso de
analogos de GnRH e a aspiracado dos foliculos podem resultar em uma
insuficiéncia hormonal na fase IUtea. Inicia-se o suporte medicamentoso
aproximadamente 48 horas apods a coleta e mantém-se por 8 a 10 dias.
Pode-se utilizar a hCG ou a progesterona micronizada, e essa Ultima é
preferida, pois, ela contribui, dentre outros fatores, para a manutencao
endometrial e consequente nidacdo (CAMARGOS et al., 2012). Apés 12 dias
da transferéncia os niveis séricos da fracdo beta do hCG irdo confirmar a
implantacdo embrionaria dando inicio a um ciclo gestacional que sera

confirmado apés 15 dias por uma USTV.

2.4 Gestacao Ectépica

A gestacdo ectopica (GE) € definida como a implantacdo do
blastocisto em qualquer outro sitio fora da cavidade endometrial uterina
(MARION, MEEKS, 2012).

A incidéncia anual de GE tem aumentado ao longo dos ultimos 30
anos. Atualmente, varia de 0,3 % a 2 % das gestacdes. Esse aumento deve-
se principalmente pelo aumento da doenca inflamatéria pélvica. Um estudo
populacional francés realizado entre 1992 a 2002 mostrou aumento de 17 %
nas taxas de GE. A incidéncia no Reino Unido é de 11.1/10.000 gestacoes,
na Noruega é de 14.9/1.000 (RANA et al., 2013). Nos Estados Unidos, mais
de 100.000 casos de ectépica sdo notificados por ano, porém, esses
nameros podem ser maiores devido a falhas na notificacdo (PFEIFER et al.,
2013).

Em mais de 98 % das GEs a implantagcdo ocorre na trompa de
Falépio, mas a etiologia da implantacdo tubaria €, em grande parte,
desconhecida. No entanto, estudos indicam a hip6tese de que a implantacéo
tubaria € provavelmente causada pela retengcdo do embrido dentro da
trompa de Falopio devido ao transporte ineficiente e alteracbes do
microambiente das trompas permitindo que a implantacédo ocorra mais cedo.
O transporte do embrido através da trompa de Fal6pio € controlado por uma

combinacdo da contratiidade do musculo liso e do batimento ciliar. Os
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fatores que regulam e mantém o microambiente tubario sdo, em grande
parte, desconhecidos (SHAW et al., 2010; HORNE et al., 2014).

A primeira descricdo da GE foi relatada por Abulcasis em 936 dC.
e em 1708, Duverney foi o primeiro a expor em detalhes a gestacéo
heterotopica (ABUSHEIKHA et al., 2000). A partir do século XVI outros
casos de GEs foram descritos com o inicio das necropsias. Polinus e
Cordaeus descreveram um litopédio de aproximadamente 28 anos. Em
1563, Horstius também encontrou restos fetais no abdémen de uma mulher
apos 16 anos de ela ter concebido o terceiro filho. Além disso, em 1594,
Primrose documentou o primeiro caso de gestacdo ectOpica gemelar em
cavidade abdominal. Em 1693, uma autopsia em uma prostituta revelou uma
gestacao extrauterina viavel (MARION, MEEKS, 2012).

Em 1700, o cirurgido holandés Abraham Cyprianus relatou o
nascimento uma crianca gestada na trompa de Falopio direita que faleceu no
nono més de gestacdo e foi retirada somente apds 9 meses do Obito pelo
cirurgido e, notavelmente, a mulher sobreviveu tendo mais trés criancas
(KOMPANJE, 2005).

No século 19, o cirurgido escocés Robert Lawson Tait, um
inovador em cirurgia abdominal e pélvica, influenciou o desenvolvimento da
ginecologia como especialidade cirargica. Em 1872 ele se autoproclamou
ginecologista e promoveu o conceito de deixar a placenta in situ para
minimizar a perda de sangue em gestagfes abdominais. Em 1883 ele
realizou uma cirurgia devido a uma tubaria rota e a paciente sobreviveu.
Naquela época a gestacdo ectdpica representava mortalidade materna e
fetal de quase 100 % devido, principalmente, ao diagndstico tardio
(GOLDITCH, 2002).

Com o inicio das transfusfes sanguineas na década de 40, a GE
passou a ser menos letal. Em 1966 foram descobertos testes imunoldgicos
para a gonadotrofina coriénica que possibilitaram o diagndéstico imediato da
gestacdo. Antes da década de 60 o diagnéstico de uma gestacao utilizava
modelos experimentais animais em que era injetada urina da paciente em
animais (teste de Galli Mainini e Aschheim-Zondek) e, ap6s alguns dias,

observavam-se alteragcbes ovarianas no animal (MARION, MEEKS, 2012).
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Na década de 70, com o advento do diagndstico
ultrassonogréfico, foi possivel a visualizac@o da gestacéo intradtero inicial e
a associacdo com o B - hCG possibilitou um diagndstico da gestacéo
ectdpica mais precoce. Essa associacdo dos valores do B - hCG com
visualizacdo de saco gestacional intrautero é conhecido como limite
discriminatorio. Na década de 80 o valor tido como discriminatério do B -
hCG era de 6500 mlU/mL. O limite discriminatorio depende da qualidade do
equipamento, experiéncia do examinador e, atualmente, para o B - hCG o
valor discriminatorio é de 1500 mlU/mL (CASIKAR et al., 2012, BITTAR et
al., 2012).

Com o diagndstico mais precoce e um melhor acesso a cuidados
meédicos, a mortalidade da gestacédo ectopica vem diminuindo. Na década de
70 a mortalidade era de 3,5 a cada 10.000 gestacdes e baixou para 2,6 para
cada 10.000 gestacbes em 1992 (MARION, MEEKS, 2012). Apesar da
diminuicao das taxas de mortalidade, a GE ainda representa uma importante
causa de mortalidade no primeiro trimestre sendo responsavel por 80 % das
mortes maternas nessa fase, tanto nos Estados Unidos quanto no Reino
Unido (CASIKAR et al., 2012).

As principais causas de morte devido a gestacdo ectdpica séo
hemorragia, infeccdo e causas anestésicas. O risco de morte materna
devido a GE é 50 vezes maior do que nas gestacbes com aborto. O
diagnoéstico precoce, além de diminuir as taxas de mortalidade, contribui
para identificar gestacdo ectépicas integras e, dessa forma, favorece a
instituicdo de tratamentos menos invasivos as pacientes a um custo
reduzido. O médico podera optar por uma laparoscopia, uso de metotrexate
ou conduta expectante em casos selecionados (MARION, MEEKS, 2012,
SILVA et al., 2015).

2.4.1 Gestacdo Ectopica em Fecundacédo Espontanea

A gestacao ectopica geralmente se encontra associada a fatores
de risco que causam lesdo nas tubas e, consequentemente, alteragdes no
transporte ovular. Em principio, tudo que embargue mecanicamente ou

alongue o transito do ovo captado pelas fimbrias e percorra a tuba na
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cavidade uterina pode ser causa de gestacdo ectdpica (MARION, MEEKS,
2012; GUERRERO-MARTINEZ et al., 2014).

Alguns fatores de risco aventados pelo crescente namero de
gestacdes ectopicas sdo a doenca inflamatéria pélvica (DIP), Dispositivo

Intrauterino (DIU), cirurgias pélvicas prévias, endometriose e tabagismo:

a) Doenca inflamatoria pélvica

Caracteriza-se pela presenca de infec¢des genitais causadas pela
Chlamydia trachomatis e Neisseria gonorrhoeae que acarretam alteracdes
significativas nas tubas levando a obstru¢cdo tubéria, diminuicdo dos
movimentos ciliares, destruicdo das fimbrias e diminuicdo da luz tubéaria.

O odds ratio para GE ap6s 2 e 3 ou mais episodios de infeccdo
por clamidia em um estudo publicado em 2011 foi de 2,1 e 4,5,
respectivamente. As infecgbes por Chlamydia trachomatis resultaram na
producdo de uma proteina especial, PROKR2, com propriedades
quimiotaticas que provavelmente favoreceram a implantacdo nas tubas
danificadas (SHAW et al., 2011).

A inflamacéo crbnica da trompa de Falépio causada por infeccéo
pode provocar alteracbes moleculares nos tecidos das trompas. Essas
alteracbes irdo competir com o Utero na implantagdo do embrido. Durante a
inflamacdo um certo numero de mediadores, tal como o fator inibidor da
leucemia (LIF), a interleucina (IL), o fator de necrose tumoral e a IL-1b,
acumula-se nos tecidos das trompas e esses fatores tém sido implicados na
ocorréncia da gestacdo ectépica. Em outras palavras, o blastocisto recebe
sinais indutores do epitélio tubario e vai aderir e implantar-se nas tubas
uterinas (BALASUBRAMANIAM et al., 2012).

Além dos fatores citados acima, estudo publicado em 2013
demonstrou uma expressdo de 100 % de positividade da B-catenina® na
analise da gestacdo ectopica e das tubas inflamadas. Ela é uma proteina

envolvida em processos de adeséo célular e sinalizacdo nuclear que serve

! http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?lsisScript=../cgi-
bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term
&interface_language=p&search_language=p&search_exp=beta%20Catenina
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como coativador transcricional e componente das vias de transferéncias
intracelulares de informacao (ativacdol/inibicdo biol6gica) mediadas pelas
proteinas Wnt?> (glicoproteinas que desempenham papéis essenciais no
desenvolvimento embrionario e fetal e na manutencdo dos tecidos). Essa
expressdo anormal da proteina pode ter criado um ambiente propicio para a
implantacdo embrionéria nas trompas de Falopio (LI et al., 2013).

b) Uso do Dispositivo Intrauterino (DIU)

Alguns estudos consideram o DIU um dos principais fatores de
risco para a gestacao ectopica. Na verdade, o DIU apresenta grande eficacia
na prevencdo da gravidez espontanea, entretanto, caso ela ocorra, a

probabilidade de ser uma gestacao ectépica é muito maior (ACOG, 2013).
c) Cirurgias Pélvicas Prévias

Cirurgias pélvicas podem levar a formacdo de aderéncias e,
consequentemente, dificultar o peristaltismo tubério. Cirurgias sobre as tubas
uterinas (salpingostomia, salpingoplastia) aumentam 4 vezes o risco de
gestacao ectdpica provavelmente pela diminuicdo da luz tubaria. Em estudo
publicado em 2014, as pacientes que tiveram cirurgias pélvicas prévias
apresentaram um risco 17 vezes maior de ter uma GE (MOINI et al., 2014).

d) Endometriose

A endometriose afeta de 2 a 50 % das mulheres na populacdo em
geral e de 20 a 30 % das mulheres que sdo investigadas em relacdo a
infertilidade. Essa prevaléncia elevada de endometriose em mulheres
inférteis levou a hipotese de que pode haver uma relagdo causal entre a

endometriose e a infertiidade. Desde que essa doenca foi primeiramente

2 http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-
bin/decsserver/decsserver.xis&task=exact_term&previous_page=homepage
&interface_language=p&search_language=p&search_exp=prote%EDnas%?2
Ownt
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descrita, no inicio do século XIX, varias teorias tém sido propostas para
explicar a queda da fertilidade. Nas formas graves podem ocorrer aderéncias
e obstrucdes tubarias. Nas formas leves, fatores imunoquimicos parecem
estar envolvidos (JIN, RUIZ BEGUERIE, 2014).

Alguns autores verificaram um resultado insatisfatério da FIV em
mulheres em que a causa de infertilidade foi a endometriose severa, ao
passo que outros obtiveram altas taxas de sucesso em mulheres acometidas
por essa patologia quando comparadas com aguelas em que a infertilidade
foi devida ao fator tubario (YANUSHPOLSKY et al., 1998; TINKANEN,
KUJANSUU, 2000; GEBER et al., 2002; POP-TRAJKOVIC et al., 2014).

e) Tabagismo

Uma recente meta-andlise que avaliou os resultados clinicos da
reproducdo assistida mostrou que o cigarro aumenta significativamente o
risco de gestacdo ectopica tubaria (WAYLEN et al., 2009). O fator de ser
fumante passiva ndo demonstrou aumento das taxas de ectépica (HYLAND
et al., 2015).

A razao pela qual o tabagismo provoca gestacao ectdpica tubaria,
no entanto, ndo é totalmente compreendida. Certamente, existem evidéncias
de que a fumaca do cigarro tenha um efeito sobre a frequéncia do batimento
ciliar e na contracdo do musculo liso da trompa. Outros parametros de
funcionamento da trompa, tais como a sintese e secrecdo de proteinas,
forneceriam mais informacdes sobre como o cigarro afeta a funcdo da
trompa (SHAW et al., 2010).

Referencial teérico 13



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:

Avaliar a importancia da gestacédo ectdpica em ciclos de fertilizacédo
de alta complexidade.

3.2 Objetivos especificos:

3.2.1. Fazer um artigo de revisdo sistematizada sobre gestacao
ectopica em fertilizacdo de alta complexidade.

3.2.2. Fazer um artigo original com as seguintes consideragdes:

3.2.2.1. Definir o perfil reprodutivo das mulheres portadoras de
gestacao ectopica em ciclos de reproducéo assistida.

3.2.2.2. Avaliar a prevaléncia de gestacdo ectopica em mulheres
apos fertilizac&o in vitro.

3.2.2.3. Avaliar se a transferéncia de embrides congelados reduz as
taxas de gestacdo ectopica quando comparada as transferéncias de embrides

frescos.
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4 METODOS

4.1 TIPOS DE ESTUDOS REALIZADOS

Foi realizado um artigo de revisdo sistematizada sobre Prenhez
ectopica em fertilizacdo assistida classica e injecdo espermatica
intracitoplasmatica.

Na sequéncia foi produzido um artigo original, analitico,
observacional, retrospectivo em que foram comparadas as taxas de GE em FIV

com embrides frescos e congelados.

4.2 TAMANHO DA AMOSTRA

Todos os prontudrios das pacientes submetidas as fertilizagbes in
vitro realizadas na Clinica Fértile em Goiania no periodo de janeiro de 2007 a
dezembro de 2014 foram avaliados. Os prontuarios revisados estavam
armazenados sob a forma de prontuério eletrbnico no programa Ultrasystem
versao 3.8.1.

Foram analisados 1956 prontuarios. Desses, 933 resultaram em
gestacdes clinicas pos fertilizacdo de alta complexidade. As gestacdes clinicas
foram separadas em dois grupos para andlise. O grupo | foi composto por
pacientes submetidas a transferéncias de embrides frescos (772) e o grupo Il
composto por transferéncias de embrides congelados (161).

O tamanho amostral foi estabelecido por conveniéncia.

4.3 MATERIAIS E METODOS

O perfil das pacientes que apresentaram gestacdo ectopica foi
avaliado com relacdo a idade da paciente, idade do parceiro, numero de
foliculos coletados, numero de foliculos M2, local de transferéncia, indicagéo do

procedimento e nimero de embrides transferidos.
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As pacientes foram submetidas a induc&o da ovulagcdo com bloqueio
hipofisario e estimulacdo ovariana com uso de gonadotrofinas recombinantes,
cuja dose foi calculada de acordo com o perfil de cada paciente.

Elas foram acompanhadas por meio da monitorizacdo da ovulacéo
no terceiro e sexto dia do ciclo e fizeram uso de antagonista do hormdnio
liberador de gonadotrofina (GnRH) quando foi identificada a presenca de
foliculos com 14 mm. A dose do hormoénio foliculo estimulante recombinante
(FSH- r) foi ajustada de acordo com a resposta ovariana.

Elas foram acompanhadas por ultrassonografia até ser identificada a
presenca de 2 foliculos com didametro médio de 18 mm. Nesse dia foi realizada
a datacdo adequada e iniciado via subcutanea a aplicacdo de preparados da
gonadotrofina coriénica humana recombinante (hCG-r) para maturacao folicular
e puncao dos foliculos. Apds a coleta foi iniciada a progesterona micronizada
por via vaginal na dose de 200 pcg trés vezes ao dia.

ApOs ser realizado a ICSI com os embrides selecionados, eles foram
entdo transferidos no terceiro dia por meio do uso de um catéter de
transferéncia de Frydman® Soft com mandril (Laboratoire CCD, Paris,
France®), sob orientacéo ultrassonogréfica realizada por via abdominal. Ap6s a
realizacdo da transferéncia, as pacientes foram mantidas em repouso por 30
minutos e orientadas quanto a manutencao do repouso absoluto por 24 horas.
Apds esse periodo as pacientes foram liberadas para as suas atividades
habituais.

Para a transferéncia de embribes congelados pela técnica de
vitrificacdo as pacientes iniciaram o uso de valerato de estradiol 2 mg uma vez
ao dia durante 4 dias, ap0s utilizaram 2 mg duas vezes ao dia por mais 4 dias,
e na sequéncia a dosagem de 2 mg trés vezes ao dia. No décimo terceiro dia
foi iniciada a progesterona micronizada na dose de 200 mcg de 8/8 h.
Posteriormente foi realizada ultrassonografia para avaliacdo endometrial e
guando se verificou que a espessura endometrial encontrava-se maior que 7
mm foi considerado que o endométrio estava com a espessura adequada para
a transferéncia. A transferéncia de embrides congelados aconteceu no terceiro

dia da progesterona.

8 http://www.ccd-international.com/en/produits-ccd/art-product-line/embryo-transfer/frydman-soft-with-guide/
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4.3.1 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidos os prontuarios que continham as seguintes
informacdes:
a) Gestacdes clinicas em que se visualizou o saco gestacional por
meio da ultrassonografia;
b) Gestacbes ectopicas diagnosticadas por meio da ultrassonografia

ou laparoscopia.

4.3.2 CRITERIOS DE EXCLUSAO

a) Prontuarios com dados incompletos ;
b) Prontuarios que atestavam que a transferéncia ndo resultou em

gravidez clinica.

4.3.3 ANALISE DE DADOS

A prevaléncia de gestacao ectépica e a comparacao das taxas entre
0s grupos de embrides frescos e congelados levando em conta as variaveis
idade da paciente, idade do parceiro, numero de foliculos coletados, nUmero de
foliculos M2, local de transferéncia, indacacdo do procedimento e niemro de
embrides transferidos foi calculada utilizando o programa Microsoft Office
Excel® versdo 2010 (Microsoft, EUA). Para a analise estatistica utilizou-se o
software IBM SPSS Statistics (20.0). A analise estatistica foi realizada

utilizando o teste de regresséao logistica para comparar 0os dois grupos.

4.3.4 ETICA

O acesso aos prontuarios foi devidamente autorizado pelo Diretor
Técnico da Clinica Fértile.

Seguindo os preceitos éticos, essa pesquisa foi autorizada pelo
Comité de Etica por meio da Plataforma Brasil (ANEXO 1).

Métodos 17



5 PUBLICAGOES

Artigo 1 — Prenhez ectopica em fertilizacdo assistida classica e
injecdo espermatica intracitoplasmatica
Téarik Kassem Saidah
Waldemar Naves do Amaral
Luiz Augusto Batista
Vanessa Aparecida Fabiano Furtado
Kassem Saidah
Luiz Augusto Teixeira Batista

Waldemar Naves do Amaral Filho
Revista FEMINA. Publicado em setembro de 2011.

Artigo 2 — Ectopic pregnancy in IVF: an analytical study with
fresh frozen embryos
Téarik Kassem Saidah
Waldemar Naves do Amaral
Kassem Saidah
Carolina Macedo Saidah
Carla Amaral Vieira

Charlene Dourado Caldas

Publicagbes 18



Artigol — Prenhez ectopica em fertilizacdo assistida classica e injecao
espermatica intracitoplasmatica.

REVISAD

Prenhez ectdpica em fertilizacao assistida classica
e injecao espermatica intracitoplasmatica

Ectopic pregnancy in assisted fertilization classical and intracytoplasmatic sperm injection

Tarik Kassem Saidah’
‘Waldemar Naves do Amaral

Luiz Augusto Batist?

‘Vanesza Aparecda Fabiano Furtado®
Kassem Saidah®

Luiz Augusto Texeira Batists®
Waldemar Naves do Amaral Filko?

Palavras-chave
Prenhez ectépica
Fertilizagdo in wiro
ICE

Heterotdpica

Keywords
Ectopic pregnancy
In vitro fertilization

IC5l

Heterotomic

A incidéncia de gestacao ectopica vamia de 0,3 a 1,4% das gestaghes
Espontdneas, e 3 oroméndia de uma gestagdo heterotdpica € de 1:30.000. A taxa de gestagdo ectdpica & maior
naquelas com fertiizacio in wiro. Ma fertiizacdo in witro, a porcentagem varia de 2,2 a 8,6%. Porém, em
grupo Com Comprometimento tubario, esse indice pode ser maior, chegando a 11%. Gestagtes heterotopicas
OCOITEM &M UMa proporgao de, respectvamente, 1:500 gestaghes com témicas de reproducso n witro. Podem
ser destacados alguns fatores de risco, tas como comprometimento tubdno, téonica inadequada e ndmero de
embrides transferidos, outros fatores nao estdo completamente esclarecidos do ponto de vista consensual.

The inddence in ectopic pregnancy varies from 0.3 to 1.4% of all
spontansous pregnandes, and the incidence of heterotopic pregnancy is 1:30,000. The rate of ectopic pregnancy &
higher in pregnancies with in vitro fertilization. Its rates range from 2.2 to 8.6%. However, in the group with tubal
involvernent, it is as high as 11%. Heterotopic pregnancy oocurs in the inddence of 1:500 pregnandes with in vitro
reproduction techniques. Some risk factors can be highlighted, such as tubal involvement, inadequate technigue,
number of embryos transferred, but other factors are not completely understood in terms of consensual.
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Introducao

Diferenca hormonal do meio

A prenhez ectdpica € definida como a implantagio do
blastocisto em qualquer outro sitio fora da cavidade uterina. A
maioria das gestaghes ectdpicas se implanta na regido ampular
das tubas, sepuida pelas regifes istmica, fimbrias e cornual, as
quais constituem 93% das gravidezes ectdpicas. A primeira
descricio da prenhez ectéipica for relatada por Abulcasis em
936 d.C. &, em 1708, Duverney foi o primeiro a descrever a
gestagio hererotdpica’ (A).

Na populagiio geral, a incidéncia de gestagio ecudpica varia
de 0,3 a 1 4%, enquanto a de uma gestacdo tdpica associada
i ecthpica € de 1:30.000% (B,C) (gravidez combinada). Os
percentuais e indices, respectivamente, de gestacio ectdpica e
heterotdpica sio maiores nas gestacies com fertilizaco o vitro
(FIVP(C). Nas gestacdes com FIV, as taxas de gestacfes ectipicas
variam de 2.2 a 8,6%. Porém, em um grupo com comprome-
timento tubdrio, esses indices podem ser maiores chegando a
119%. As geseaches heterotdpicas ocorrem na incidéncia de 1:500
com técnicas de reprodugdo m ertre®s (B).

Embuora as taxas de mortalidade materna, devido 4 prenhez
ectipica, venham diminuinde significativamente nos dltimos 30
anos, esta ainda € uma importante causa de morte no primeiro
erimesere’ (B).

Teoricamente, deveria ocorrer uma diminuigdo na incidén-
cia de gravidez ectOpica nas técnicas de FIV, jd que, nesta, as
trompas ndo estdo diretamente envolvidas. No entanto, muitos
estudos vém demonstrando alta incidéncia, aumentando assim
08 questionamentos sobre a fisiopatologia envolvida®(B).

Os farores de nisco associados & populagio geral incluem:
doenga inflamatdria infecciosa pélvica, endometriose, com-
prometimento tubdrio (cirurgia ou prenhez ecrdpica prévia) e

tabagismo.

Metodologia

Realizou-se pesquisa no PubMed por meio do cruzamento
das seguintes palavras-chave: “prenhez ectdpica”, “fertilizacio i
vitro”, “fator de risco”™ e “ICS1”. Foram encontrados 482 artigos,
de 1990 a 2011, e selecionados 27

Revisio de literatura

Na FIV quatro fatores de risco foram identificados como
sendo os principais® (B): diferenga hormonal do meio; caracte-
ristica da saide reprodutiva da mulher inféreil; aspecros véenicos
e potencial de implantagio embriondria.

Uma das diferengas entre a concepgo natural e a FIV €a
variedade hormonal encontrada durante a implaneagio®(B).
Alguns estudos defendem que niveis de progesterona adequados
manteriam o deero em repouso, diminuindo as contragbes e,
trompas’ (A). O
aumento do estrogénio intensificaria o peristaltismo tubdrio,

com 1850, ocorreria o fluxo retrdgrado para as

bem como o batimento ciliar. Knuezen et al., em estudos
utilizando contraste, evidenciaram o fluxo retrdgrado para
as tubas em 38,2% e forneceram a primeira evidéncia da
relagdo entre transferéncia de embrides ¢ aumento do risco
de implantagio tubdria'™" (C, B). Porém, a relagdo entre
o ciclo hormonal de estrégeno e progesterona e a prenhez
ectbpica na transferéncia de embrides necessita mailores

esclarecimentos.

Caracteristica da saide reprodutiva da
mulher infértil

A mulher infértil apresenta caracteristicas proprias que
poderiam aumentar o nisco de gestacdo ectdpica comparada 3
populagio geral. A alteragio da anatomia tubdria, endometriose
e a qualidade do dvulo fertilizado sdo apontadas como fatores
de risco.

Doencas tubarias

As enfermidades tubdrias foram identificadas como fator de
risco para prenhez ectdpica em gestaghes com fertilizacio natural.
Estudos recentes demonstram que estes riscos permanecem nas
FIV. Tal risco se deve a0 mecanismo de quande o embrido entra
em contato com as tubas por via retrdgrada, se estas estiverem
sauddveis mantém a capacidade de transportar o embriio de volta
i cavidade uterina (B). Lesfies tubdrias comao hidrossalpinge,
doenga inflamartdria pélvica, tabagismo e infecgies bacterianas
sdo fatores de pior progndstica™* (B). Clayton et al *(B) ana-
lisararmn o risco da implantagio ectdpica em 94.118 gestantes,
2.1% apresentaram gestacio ectdpica, € o risco era duas vezes
maior em mulheres que tinham como doenga de base, causa
tubdria (OR=2,0; [C95% 1,7-2.4).

Endometriose

O mecanismao de gravidez ectdpica em portadoras de endo-
metriose ainda ndo estd esclarecido, mas pode ter uma correlagio
com a lesdo do tecido, bem como uma disfungio significativa do
pernistaltismo tubdrio em comparagio aos Grupo Controles de
pacientes sem endometriose. A peristalse rubdria pode ser avaliada
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pela histerosalpingografia (HSSG), que € o dnico método para

avaliacio da capacidade de transporte titero-tubdrio™'* (C, A).

Qualidade do 6vulo

Alguns estudos limitados pelo tamanho da amostra demons-
tram que pacientes com baixo risco para alteragdes cromossGmicas
apresentam menores taxas de gestagdo ectépica, mecanismo que

ndo estd definido na literatura® (B).

Aspectos técnicos da fertilizacio

O sucesso da fertilizacdo, bem como sua implantagio, depende
de varidveis como tipo e carregamento do cateter, colocagio do
embriio e conraminagio do careter'® (B). O ripo do carerer pode
ser de marerial rigido ou maledvel. Os cateteres mais rigidos
facilicam a colocagio, porém sio mais traumdticos, causando san-
gramentos, traumas e estimulando contragbes uterinas. Cateteres
maledveis causam menores lesdes endometriais. Na literatura, o
beneficio de um cateter sobre o outro € controverso'™? (A). Com
relacdo ao carregamento do cateter, os riscos sdo minimizados com
a diminuicio da coluna de ar e do volume infundido. Knutzen
et al."”(C) mostraram com contraste radiopaco uma incidéncia de
extravasamento tubdrio de 38%, com volume de 40 microlicros.
Sabe-se que hi correlacio direta entre o volume infundido e os
percentuais de prenhez ectdpica. Atualmente, uriliza-se volume
de 15 a 20 microlitros™ (B). O local onde deve ser colocada a
ponta do cateter € de extrema importincia. Waterstone et al.”!
demonstraram indices de fertilizacio maiores quando implantados
a menos de 5 mm do fundo uterino™ (B). Com relagdo a preservagio
dos embrides, pode haver uma preocupacio maior de gestagbes
ectépicas em embrides criopreservados® (B). Ishihara et al ' (B),
em um estudo retrospectivo com base de dados da Sociedade de
Ginecologia e Obstetricia Japonesa avaliando 20,886 pacientes,
demonstraram menor percentual de prenhez ectépica em embrides
criopreservados. Porém, uma meta-andlise com 13.059 mulhe-
res encontrou uma taxa de 2,31% para embrides congelados e
1,48% para os nio-congelados® (A). Na FIV, utilizando embrides
“nio-congelados”, acredita-se que ocorra uma produgio maior de
progesterona por miileiplos corpos liteos, os quais, associados ao
progestageno exdgeno, teriam melhor relaxamento ucerino e re-
ceptividade endometrial. O atraso no desenvolvimento do embrido
congelado pode provocar um tempo maior para sua implantacio e,

consequentemente, aumentar o risco de prenhez ectépica® (B).

Potencial de implantacdo embrionaria
O potencial de implantacio embriondria divide-se em duas vari-
dveis que consistemn no dia de transferéncia do embrido (terceiro dia

em comparagio ao quinto) e no niimero de embrides transferidos.

Acreditava-se que a transferéncia do blastocisto diminuiria a
incidéncia de gestagdes ectdpicas, porém estudos ndo comprovaram
esta teoria. Check er al **(B) demonstraram taxas semelhantes para
transferéncias de blastocisto e embriio do terceiro dia (3,9 versar
3,5%; p=0,8). Entretanto, outro estudo demonstrou um aumento de
gestagdes ectdpicas na transferéncia de blastocisto. Rosnan eral.”’ (B)
avaliaram 4.186 fertilizages, nas quais a taxa de gestagio ectd-
pica foi de 0,4%, no terceiro, e 1,3%, no quinto dia (p=0,002).
Pensava-se que a diminui¢io da concratilidade uterina no final da
fase litea e o maior diimetro do blastocisto poderiam interferir
na capacidade de refluxo, por meio do Gstio tubdrio funcionando
como protegio contra a implantagio na trompa. Todavia, o maior
potencial de implanrtagio do blastocisto comparado ao estigio de
clivagem pode negativar estes efeitos, contribuindo para a maior
incidéncia de gestagbes ectdpicas.

Clayton et al. demonstraram que o risco de gravidez ectdpica,
em que trés ou mais embrides foram cransferidos, foi de 2,4,2 2,5%.
No entanto, quando apenas os embrides foram transferidos, taxas
de gravidez ectépica variaram de acordo com os indicadores do
potencial de implantagio: 2,2% com nenhum presente indicador,
de 1,6% quando os embrifes extras tinham sido criopreservados,
1,4% em embrides transferidos no quinto ao invés do terceiro dia,
e 1,4% quando embrides foram criopreservados ¢ implantados no
quinto dia® (B).

Com relagdo ao tipo de FIV, comparando a forma cldssica em
1CSI, Clayton et al. demonstraram um fator protetor do ICSL,
provavelmente pela principal indicacio ser o fator masculino
OR=0.81; IC95% 0,73-0,89, excluindo assim fatores femininos
importantes, como os descritos. Em andlise multivariada, este fator
protetor desaparece (OR=0.92; IC95% 0,81-102).

Consideracdes finais

A taxa de prenhez ectépica em gestagio espontinea € de
0,5% e a de heterotépica ocorre em 1:30.000. Em FIV, a gra-
videz ectépica tem ocorréncia de aproximadamente 2,2 a 8,6%,
enquanto a heterotdpica estd presente em 1:500 fertilizages. Hi
menor incidéncia de gestagdes ectépicas quando utiliza-se ICSI,
talvez pela principal indicagio ser o fator masculino. Dentre os
fatores protetores, pode-se destacar nimero menor de embrides
transferidos (dois ou menos), local correto de colocacio do cateter
durante a cransferéncia, carregamento do cateter com menor volume
e transferéncia no terceiro dia. Como fatores de risco, pode-se
destacar como principal a doenga tubdria. Ourros fatores podem
contribuir para aumento da prenhez ectépica como enfermidade
de base materna e técnica inadequada durante a ctransferéncia.

Os demais fatores ndo estdao completamente esclarecidos.
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ABSTRACT

Objective: To compare the rates of ectopic pregnancies (EP) in in vitro
fertilization using fresh and frozen embryos.

Design: An analytical study was conducted to compare the rates of ectopic
pregnancy with fresh and frozen embryos. All transfers of fresh and frozen
embryos obtained through in vitro fertilization via intracytoplasmic sperm
injection conducted between January 2007 and December 2014 were reviewed.
Results: Of the 933 embryos obtained through in vitro fertilization that resulted
in clinical pregnancies, 19 cases of ectopic pregnancies were observed, a
prevalence of 2.02%. Fresh embryos led to 772 fertilizations, and 161 were the
product of frozen embryos. Using the fresh embryos, 16 ectopic pregnancies
occurred, 2.1% of fertilizations; with frozen embryos the rate was 1.9%. There
was a lower rate of ectopic pregnancy with frozen embryos in comparison to
fresh embryos, although this did not demonstrate statistical significance (p =
0.86) (OR =0.89, Cl =0.258-3.11).

Conclusion: The profile of patients with ectopic pregnancy was young patient
with young partner that showed good ovarian response, male factor as major
indication for the procedure followed by tubal factor, and had more than 3
embryos transferred into the middle of the uterus. The prevalence of EP in this
study was 2.02. It was observed that there was no significant difference in EP

compared the transfer of fresh and frozen embryos.

Keywords: Ectopic pregnancy, fresh embryos, ICSI, IVF.
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Introduction

In recent years there has been a significant increase in the number of
frozen embryo transfers in comparison with fresh embryos. From 2006 to
2012 there was an 82.5% increase in transfers of frozen embryos and only
3.1% for fresh embryos, as reported by the Society for Assisted Reproductive
Technology (SART). From 2011 to 2012 there was a 17,3% increase in
frozen embryos, and a 3.2% increase in fresh embryos, showing the growth
in use of frozen embryos (1).

Initially, cryopreservation was used to complement in vitro fertilization
(IVF) techniques. In 1954 the first published cryopreservation of sperm
occurred (2). The first birth resulting from frozen embryos took place in 1984,
and the first birth from frozen oocytes was in 1996 (3-4).

Currently, clinical indications for cryopreservation include: cancer patients
undergoing treatment, patients at risk for premature ovarian failure, and
freezing to delay fertility, a result of the current tendency for women to have
children at more advanced ages (4).

The rates of live birth increased significantly with the use of frozen
embryos compared with fresh embryos. It is known that implantation depends
on three parameters: the quality of the embryo, the receptivity of the
endometrium, and the interaction between them (5-6). Endometrial receptivity
and the quality of the endometrium depend on numerous other factors such
as the levels of estrogen and progesterone, inhibin, prostaglandins, and
vascular endothelial growth factor, among others (1). Improvements in

freezing and thawing techniques have led to better embryo quality, improving

Publicagées 25



these parameters and consequently the implantation of frozen embryos (7).
In fertilizations with frozen embryos, endometrial preparation is improved,
and there is a consequent improvement in responsiveness when compared
with cycles done with fresh embryos (5-8). The increased pregnancy rates for
frozen embryos show that in fresh embryo cycles, the endometrium is less
receptive, and perinatal and maternal risks are lower when frozen embryos
are used, in comparison with autologous transfer of fresh embryos. Frozen
embryos present a higher risk of placenta accreta and fetal macrosomia,
despite a lower risk of perinatal mortality, placenta previa, preterm birth,
ovarian hyperstimulation, and low birth weight. Risks for some conditions,
such as preeclampsia, very low birth weight, implantation rates, and ectopic
pregnancy do not show a clear difference (1).

Rates of ectopic pregnancy in IVF vary from 2.0% to 8.6% of all clinical
pregnancies; while the rates range from 0.3% to 1.97% in spontaneous
gestations (9-10). However, in groups with tubal commitment, these rates
can be higher, up to 11% (11). Risk factors in spontaneous pregnancies
include previous ectopic pregnancy, pelvic inflammatory disease, and tubal
pathologies. The risk factors identified in in vitro fertilization include: maternal
pathologies, tubal lesions, number and quality of embryos transferred,
volume placed in the catheter and embryo transfer techniques.

There is still controversy regarding the rates of ectopic pregnancies for
fresh and frozen embryos. Some studies suggest that the rates of ectopic
pregnancies are higher for frozen embryos than fresh embryos; these studies
suggest that the supra-physiological concentration of progesterone produced

by multiple corpora lutea combined with exogenous supplementation
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produces greater concentrations than in frozen embryos, keeping the uterus
more relaxed (12). Jun and Milki found higher rates but no significance in
transfers of frozen embryos compared to fresh (2.8% vs. 1.8%) (13). A meta-
analysis of seven studies including 13,059 pregnancies showed a 2.31% rate
of ectopic pregnancies for frozen embryos and 1.48% for fresh embryos;
these rates did not show statistical differences (OR = 1.66, 95% CI = 0.62—
4.41) (14).

Recently, some studies have shown a lower rate of ectopic pregnancy in
frozen embryos (15). A retrospective study of 20,886 pregnancies conducted
in Japan showed lower rates of ectopic pregnancy with frozen embryos. The
authors suggested a negative effect of ovarian stimulation in endometrial
receptivity reflecting an increase in the rates of ectopic pregnancy (EP), since
the majority of the frozen embryos use natural cycles, with the exception of
anovulatory patients using hormone replacement for preparation. The
authors concluded that the importance of reduced EP with natural cycle
transfers could be explained by endometrial factors (16). Another recent
study (a retrospective cohort with 10,046 pregnancies) showed a rate of
1.92% for fresh embryos and 1.28% for frozen embryos without statistical
significance, indicating ovarian stimulation and consequent peritoneal
irritation as causative factors (17). GnRH and FSH receptors have been
identified in the endometrium, and the use of GnRH and GnRH analogs may
interfere with endometrial receptivity (18).

With the increase in transfers of frozen embryos and studies in the
literature showing divergent rates of ectopic pregnancies, the objectives of

this study were to define the profile of patients with ectopic pregnancy,
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establish the prevalence of ectopic pregnancy in high complexity ICSI in vitro
procedures, and to compare the rates of EP in IVF for fresh and frozen

embryos.

Methods

An analytical study was conducted, comparing the rates of ectopic
pregnancy for fresh and frozen embryos.

We reviewed all transfers of fresh and frozen embryos obtained
through in vitro fertilization via intracytoplasmic sperm injection conducted
between January 2007 and December 2014. Clinical pregnancies included
pregnancies where the embryonic sac could be seen intrauterally as well as
ectopic pregnancies. Ectopic pregnancies were diagnosed by ultrasound or
laparoscopy.

The patients underwent ovulation induction with pituitary and ovarian
stimulation using recombinant gonadotropins, the dose of which was
calculated according to the patient's profile. The patients were followed to
monitor ovulation in the third and sixth day, and used the GnRH antagonist
when follicles 14 mm in size were present. The dosage of FSHR was
adjusted according to ovarian response. The patients were monitored using
ultrasound until two follicles were present with a mean diameter of 18 mm.
On this day, appropriate dating was conducted, and subcutaneous HCG-r
was initiated for follicular maturation and puncture. After collection,

micronized vaginal progesterone 200 u cg three times a day was initiated.
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After ICSI was performed on the selected embryos, they were
transferred on the third day using a Frydman Soft transfer catheter with
mandrel (Laboratoire CCD, Paris, France) guided by abdominal ultrasound.
After the transfer was completed, the patients were kept in a resting position
for 30 minutes and instructed to maintain bed rest for 24 hours. After this
period, the patients were permitted to return to their usual activities.

The freezing technique used was vitrification. For the frozen embryo
transfer, the patients were started on estradiol valerate 2 mg once daily for 4
days, then 2 mg twice daily for 4 days, and then 2 mg three times a day. On
the thirteenth day, micronized progesterone 200 mcg was begun every 8
hours. Subsequently, ultrasound was performed to assess the endometrium,
considering a thickness of more than 7 mm as appropriate. The frozen
embryo transfer took place on the third day of progesterone.

The records reviewed were stored as electronic health records in the
Ultrasystem program, version 3.8.1.

The profile of the patients with ectopic gestations was evaluated with
respect to age of patient, age of partner, number of follicles collected,
number of M2 follicles, transfer location, indication for the procedure, and
number of embryos transferred. The prevalence of ectopic pregnancy and
the comparison of rates between the groups of fresh and frozen embryos
was conducted via logistic regression analysis using SPSS version 20.0

software.

Results

Publicagées 29



Among the 933 embryos obtained through vitro fertilization that
resulted in clinical pregnancies, 19 cases of ectopic pregnancies were
observed.

The mean age of the 19 patients presenting ectopic pregnancy was
33.4 years, and the mean partner age was 36.07 years. As for the number of
follicles collected, 52.63% of the patients had more than 11 follicles, and
63.15% of patients had more than 7 M2 follicles, showing good ovarian
response (Table 1 and Table 2). With respect to the number of embryos
transferred, 31.57% of patients had more than 4 embryos transferred, and

52.63% had 3 embryos transferred.

Table 1. Distribution of ectopic pregnancy cases following IVF (Fértile,

Goiania 2007 — 2014) according to the number of follicles collected.

Number of follicles Absolute Number Relative Number
<5 2 10.52%
6-10 7 35.84%
=11 10 52.63%
Total 19 100,00%
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Table 2. Distribution of ectopic pregnancy cases following IVF (Fértile,

Goiania 2007 — 2014) according to the number of M2 follicles.

Number of M2 Follicles Absolute Number Relative Number
<3 3 15.78%
mo
4-6 2 10.52% ng
the
7-9 8 42.10% clin
ical
210 4 21.05% indi
cati
Not reported 2 10.50% ons
Total 19 100,00%

male factor infertility was present in 6 patients, tubal issues isolated were
present in 4 patients, infertility without apparent cause was present in only 1
patient, the other indications were: endometriosis in 1 patient, persistent thin
endometrium in 1 patient, and ovarian factors in 3 patients (Table 3).

More than one cause of infertility was present in 3 patients. In these
patients with more than one cause of infertility, the first one showed tubal
factor associated with male factor, the second one presented with male
factor, tubal factor and endometriosis, and the third one showed tubal factor

and endometriosis (Table 3).
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Table 3. Distribution of ectopic pregnancy cases following IVF (Fértile,

Goiania 2007 — 2014) according to clinical indication.

Indication Absolute Number Relative Number
Male factor 6 31.57%
Tubal Factor 4 21.05%
Ovarian Factor 3 15.78%
More than 1 factor 3 15.78%
No apparent cause 1 5.26%
Endometriosis 1 5.26%
Persistently thin endometrium 1 5.26%
Total 19 100%

With regard to the location of intra-uterine transfer in the 19 patients, in
12 cases the embryos were transferred into the middle of the uterus, and 3
were transferred into lower segment of the uterus. No complications occurred
during these transfers.

A total of 772 fertilizations occurred using fresh embryos (group 1), and
161 with frozen embryos (group 2).

Of the 933 in vitro fertilizations, 19 ectopic pregnancies occurred, a
prevalence of 2.02%. In group |, 16 ectopic pregnancies occurred, a rate of
2.1%; in group 2, the rate was 1.9%. There was a lower rate of ectopic
pregnancy with frozen embryos in comparison to fresh embryos, although
this did not demonstrate statistical significance (p = 0.86) (OR = 0.89, CI

0.258-3.11) (Table 4)
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Table 4. Comparing ectopic pregnancies among groups of fresh and frozen

embryos (Fértile, Goiania 2007 — 2014).

Fresh Frozen b P OR IC

embryos embryos

N % N % Inferior Superior

Normal 756 97.9 158 98.1 -0.109 0.864 0.897 0.258 3.116

Ectopic 16 2.1 3 1.9

Total 772 100 161 100

Discussion

Infertility is a universal phenomenon that affects approximately 8% to
15% of couples, and is associated with a higher risk of ectopic pregnancy
(17). Even after in vitro fertilization, when the embryos are transferred directly
into the uterine cavity, there is an increase in the prevalence of ectopic
pregnancy. This rate ranges from 2.0—-8.6% of all clinical pregnancies, and is
0.3-1.97% in spontaneous pregnancies (9-10). This study found an overall
prevalence of 2.02%, similar to the rates found in the literature.

In recent years, lifestyle changes have led to a significant increase in
demand for IVF techniques, and more recently this increase has been more
significant in fertilization using frozen embryos.

There is no agreement in the literature about whether the use of frozen
or fresh embryos presents higher risk for ectopic pregnancies. Recent
studies show a protective factor against ectopic pregnancy when frozen

embryos are transferred.
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Decleer et al. showed a 1.92% rate of EP when fresh embryos were
used and 1.28% when frozen embryos were used, with no statistical
significance (17). In 2011, a Japanese study found that IVF using frozen
embryos could result in lower risk of EP in patients, and deserves further
study (16). Shapiro et al. presented statistically significant rates showing
lower prevalence of ectopic pregnancy in frozen embryos (0%, or 0/433),
while for fresh embryos this number was 1.9% (14/725) (p = 0.0016) (15).

Huang et al. conducted a study of 30,000 assisted reproductive
cycles resulting in 6,431 clinical pregnancies using fresh embryos and 5,564
clinical pregnancies using frozen embryos. The ectopic rate in pregnancies
from fresh embryos was 4.62%, and was 2.22% for frozen embryos (P <
.001) (20). Fang et al. conducted a study of 3,183 women who received
3,340 transfers. The rate of ectopic pregnancy in the fresh embryos
transferred on day 3 was 2.4%, while for fresh embryos transferred on day 5
the rate was 1.7%. The frozen embryos transferred on day 3 presented a rate
of 1.9%, while the frozen embryos transferred on day 5 had a rate of 0.3%,
indicating statistical significance (21).

It is believed that this protection derives from improvements in embryo
quality as well as endometrial receptivity. The most widely accepted
hypothesis is the negative effect of ovarian stimulation on endometrial
receptivity. This hypothesis seems to be valid, because a detrimental effect
of ovarian stimulation in the endometrium can affect implantation rates and
lead to an increase in ectopic pregnancy and a decrease in the rate of intra-
uterine pregnancies (15). This study agrees with the findings of another

randomized trial conducted by the same group, which strongly suggests that
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the rates of ectopic pregnancies declined in stimulated fresh cycles
compared with cycles using frozen embryos in normo-responsive patients
(19).

In contrast with these authors, a meta-analysis of seven studies
including 13,059 pregnancies showed a 2.31% rate in frozen embryos and
1.48% using fresh embryos. These rates did not show statistical differences
(OR =1.66, Cl 95%, 0.62—4.41) (14). A study by Jun et al. presented rates of
2.8 and 1.8 for fresh and frozen embryos, respectively (13). A recent study
using the SART database showed that among 103.070 cycles, the clinical
pregnancy that resulted in EP were 65% lower in women who had a frozen
embryo transfer compared with a fresh embryo transfer in autologous cycles
(22).

The data obtained in this study showed a lower prevalence of ectopic
gestation in frozen embryos, without statistical significance. With the
improvement in the rates of pregnancies with frozen embryos, recent studies
show a tendency towards lower rates of ectopic pregnancy in frozen
embryos, but further studies should be conducted since different rates for the

two groups are found in the literature.

Conclusions

The profile of patients with ectopic pregnancy was young patient with
young partner that showed good ovarian response, male factor as major
indication for the procedure followed by tubal factor, and had more than 3

embryos transferred into the middle of the uterus.
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The prevalence of ectopic pregnancy in this study was 2.02.
It was observed that there was no significant difference in ectopic

pregnancy compared the transfer of fresh and frozen embryos.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

A gestacdo ectdpica é um evento de alto risco e pode ocorrer
tanto em gestacOes espontaneas quanto naguelas oriundas da fertilizacao in
vitro devido a morbidade e risco de morte materna. A fertilizagdo in vitro
pode ser um evento promotor da elevacédo de gestacdes ectopicas.

Por isso, os cuidados sugeridos quando da utilizacdo dessa
técnica envolvem uma atencéo com o tipo de cateter, nUumero de embrifes a
serem transferidos, a forma de transferéncia, o uso do GnRH e o tipo de
patologia tubaria, pois, estudos ja publicados indicaram que esses fatores
podem ser considerados de risco para a gestagao ectdpica.

Devido ao fato de a gestacdo ectopica apresentar um alto risco
para a gestante, recomenda-se que as pacientes que irdo submeter-se a
ciclos de fecundacdo de alta complexidade sejam avaliadas o mais
precocemente possivel, apés o procedimento para que se possa confirmar a
gestacdo intrautero.
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estratégia na prevengio do nascimento prematurn em grupos especificos
de gestantes”(A). No entanto, alguns eseudos nio apresentaram resuleados
satisfardirios (A)";

*  conclusio ou recomendagbes finus, para trazer ao leitor o resposta ao
obpetivo do trabalho.

Besaltaese a necesiadade do uso da medicina baseada em evidéncia para

categorizacio dos trabalbos citades na revisdo, utibzandosse a classifoag@o
proposta pela Asociagio Médica Brasileira{ AMB, hetp2ifwww.amb.org br):

Grau de recomendacdo e forca de evidéncia

A Estudps experimentais ou obsenacionais de mefhor consisténda (meta-analises
ou ensaios clinicos Andomizados)

B: Estudos experimentais ou ohservatonais de menos consisténcia (outros ensaios
clinicos ndo-randomizados ou estudas observaconais pu estudos @so-cantrale)
(- Relaios ou sénies de casas (estudos ndo-controlados)

[r: Opini3n desprovida de avaliag3o critica, baseada em consensos, estudos
fisinltgicos ou modelos animais

Citacies e referéncias

As citaghes e as referéncias deverio ser apresentadas de acordo com
os requisitas do lafernational Camnrittes of Medecal Jowrnal Edivers (ICM]JE)
Uniforse Regqurements for Mannscripts Submitted to Bromedical Journali =
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consultar links: hoop:ffwww icmje org; hoopefiwww. nlm nih gov/bsd/
uniform_requirements.heml e hoepoiwww bu.ufsc br/bsccamivancouver.
hrml {em porouguis).

Sdp aceiras até 25 referéncias — excero para arrigos de revisio, gue
podem apresentar aré 50 referéncias, com énfase para as mais recentes ou
de maior relevincia. Em rrabalhos de revisio sistemdrica ou mera-andlise, &
indispensivel, nas referéncias, a meng3o do seu nivel de evidéncia cienrifica.
A Ediroria Cientifica se reserva o direito, em casos especiais e selecionados,
de permirtir a insergio de mais de 25 referéncias.

Como o tema € de revisio sistemdrica ou meta-andlise, nio se justifica —
e ndo € aceira — a inexisténcia de referéncias recentes — publicada nos ceés
filtimes anos.

Exemplos de referéncias

Artigos de revistas

®  Aré seis anrofes:

Halpern 5D, Ubel PA, Caplan AL Solid-organ cransplancation in
HIV-infected parients. N Engl ]| Med. 2002;347(4):284-7.

®*  Mais de 6 aurores:
Rose ME, Huerbin MB, Melick ], Marion DW, Palmer AM, Schiding
JK, et al. Regularion of inrerstirial excitarory amino acid concentra-
wions after cortical contusion injury. Brain Res. 2002;935(1-2)x40-6.

Livros

FEBRASGO. Trarado de Ginecologia. Rio de Janeiro: Revinrer; 2000.
Eisen HN. Immunology: an intreduction to molecular and cellular principles
of the immune response. New York: Harper and Row; 1976,

Murray PR, Rosenthal K8, Kobayashi GS, Pfaller MA. Medical microbio-
logy. 4™ ed. St. Louis: Moshy; 2002.

Gilsrrap LC 3rd, Cunningham FG, VanDorsten JP, editors. Operative
obsterrics. 2* ed. New York: McGraw-Hill; 2002.

Capitulos de livros

Melrzer P5, Kallioniemi A, Trent JM. Chromosome alterations in human
solid rumors. In: Vogelstein B, Kinzler KW, editoss. The genetic basis of
human cancer. New York: McGraw-Hill; 2002, p. 93-113.

Teses e dissertacoes

Borkowski MM. Infant sleep and feeding: a telephone survey of Hispanic
Americans [disserrarion]. Mounr Pleasane (MI): Cencral Michigan Uni-
versity, 2002.

Trabalhos em eventos

Chrisrensen 5, Oppacher F. An analysis of Koza's compurarional efforr sra-
tistic for generic programming. In: Fester JA, Lurcon E, Miller ], Ryan C,
Terramanzi AG, edirors. Genetic programming. EuroGP 2002 Proceedings
of the 3 European Conference on Genetic Programming; 2002 Apr 3-3;
Kinsdale, Ireland. Berlin: Springer; 2002, p. 182-91.

Artigos de revistas na Internet

Abood 5. Qualicy improvement iniciarive in nursing homes: the ANA acts in
an advisory role. Am ] Murs [serial on the Internec]. 2002 Jun [cited 2002
Aug 12};102(6):[abour 3 p.]. Available from: <hrepiforerw nursingworld.
orgl A JN/2002f june/ Wavwarch hem =

Monografias na Internet

Foley KM, Gelband H, edirors [Interner]. Improving palliarive care for
cancer . Washingron: Narional Academy Press; 2001 [cired 2002 Jul 9].
Available from: <hrrpa/fwww nap.edi/books/0309074029/heml/>

Homepage/Website

Cancer-Pain org [Interner]. New York: Associarion of Cancer Online
Resources, Inc.; c2000-01 [updared 2002 May 16; cited 2002 Jul. 91.
Available from: <horpfwww. cancer-pain.orgs

American Medical Association [Internec). Chicago: The Associarion;
c1995%-2002 [updﬂred 2001 Ang 23; cited 2002 Aug 12} AMA Office of
Group Pracrice Liaison; [abour 2 screens]. Available from: <hrorpe/fwww.
ama-assn.orglamalpublcaregory/17 36, heml >

Elementos ndo-textuais

Grdficos, gravuras, forografias, esquemas, desenhos, rabelas, quadros,
férmulas etc. constituem os elementos ndo-rexruais. Eles servem 2 eluci-
dagdo, explicagio e simplificagio do entendimento do exto, devendo ser
autoexplicativos.

Os elementos devem ser mencionados no texeo como Figura, Tabela,
Gréhco on Quadro, e numerados sequencialmente com algarismos aribicos,
devendo possuir, além de identificacio e nimero, titulo e fonte no rodapé. As
tabelas deverio ser elaboradas em conformidade com a Norma de Apresentagio
Tabular do Insticuro Brasileiro de Geografia e Estaristica (IBGE}, de 1993,
Diesenhos, grificos, figuras ou ourras ilustragies ndo-originais j4 publicados por
ourres autoses devemn ser submetidos 3 autorizagio para publicagio na Femina.

Envio do original

(s manuscritos devem ser enviados exclusivamente por meio elerrGnico,
para o e-mail femina febrasgo@ gmail com ou pelo enderego hrop:/iwaw.
febrasgo oeg br, juntamente de carra de submissio (escaneada) assinada por
todios os autores e com a declaragio de que:

1. o manuscrito ndo foi submerido efou publicado por ourra revista anre-
riormente;

2. aversio final foi lida e aprovada por rodos os aurores;

3. o5 direitos aurorais serdo repassado 4 FEBRASGO caso o amigo seja
publicado.

O cadasren (login e senha) no enderego hrepe/iwww febrasgo.org. be permine
o acompanhamento de todo o processo de avaliagio e publicagio do artigo.
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